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A. Abkürzungen und Symbole 
 
α‐      anti‐ (immunologisches Symbol) 
ABTS      2,2‘‐azino‐di‐(3 ethylbenzthiazolin) sulfatige Säure 
AEC      3‐amino‐9‐ethyl carbazol 
AKP      Alkalische Phosphatase 
Amp      Ampicillin 
APC      antigen presenting cell (professionell antigen‐präsentierende Zelle) 
APS      Ammoniumpersulfat 
AS      Aminosäure 
 
BSA      bovine serum albumin (Rinderserumalbumin) 
bp      Basenpaar 
BPB      Bromphenolblau 
BPV      Bovines Papillomvirus 
 
CD      cluster of differentiation (Differenzierungscluster) 
cDNA      zur mRNA komplementäre DNA 
CIAP      calf intestine alkaline phosphatase 
COPV      Canine oral papillomavirus 
CRPV      Cottontail rabbit papillomavirus 
CTL      cytotoxic T lymphocyte (zytotoxische T‐Zelle) 
cVLP      chimeric virus‐like particle (chimäres Virus‐ähnliches Partikel) 
 
Da      Dalton (atomare Masseneinheit)  
DAPI      4‘,6‘‐Diamino‐2‐phenyl‐indoldihydrochlorid 
Δ      Symbol für Deletionen auf DNA‐ oder Proteinebene 
DKFZ      Deutsches Krebsforschungszentrum 
D‐MEM     Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
DMF      N,N, Dimethylformamid 
DMSO      Dimethylsulfoxid 
DNA      Desoxyribonukleinsäure 
DNase      Desoxyribonuklease 
dNTP      desoxy‐Nukleotidtriphosphat 
DP      Aktivierungsdipeptid 
DPPI      Dipeptidyl Peptidase I 
DTT      Dithioreitol 
 
E.coli      Escherichia coli Bakterium 
ECL      Enhanced Chemiluminescence 
EDTA      Ethylendiamintetraacetat 
EHV      Equines Herpesvirus 
ELISA      Enzyme‐Linked ImmunoSorbent Assay 
ELISPOT    Enzyme‐Linked ImmunoSpot Assay 
EMBL      European Molecular Biology Laboratory 
eq      equin     
ER      endoplasmatisches Reticulum 
 
FCS      Fetal calf serum (fötales Kälberserum) 
FITC      Fluoreszeinisothiocyanat 
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Gampo     Ziege α‐Maus Antikörper gekoppelt mit Meerretich‐Peroxidase 
Garpo      Ziege α‐Kaninchen Antikörper gekoppelt mit Meerretich‐Peroxidase  
GST      Glutathion‐S‐Transferase 
GrzmX      Granzym des Typ X 
 
H2O      HPLC gereinigtes bidestilliertes Wasser 
H2O2      Wasserstoffperoxid 
HAT‐Medium    Hypoxanthin‐, Aminopterin‐ und Thymidin‐haltiges Medium     
HPLC      High Performance Liquid Chromatography 
HPV      Humanpathogenes Papillomvirus 
HRP      horse radish peroxidase (Meerettichperoxidase) 
hu      human   
 
i.d.      intradermal 
i.m.      intramuskulär 
i.p.      intraperitoneal 
IF      indirekte Immunfloureszenz 
IFN      Interferon 
IgX      Immunoglobulin des Typ X 
IL      Interleukin 
IPTG      Isopropylthiogalaktosid 
 
Kan      Kanamycin 
 
LB      Luria Broth 
 
M      Molarität 
mAb      monoklonaler Antikörper 
MEM      Modified Eagle‘s Medium 
MFI      mittlere Fluoreszenzintensität 
MHC      major histocompatibility complex (Haupthistokompatibilitätskomplex) 
Mm      Mus musculus 
MnPv      Mastomys natalensis Papillomvirus 
mRNA      messenger RNA (Boten‐RNA) 
 
NK      natürliche Killerzelle 
NMSC      Non‐melanoma skin cancer 
 
OD      optische Dichte 
ORF      open reading frame (offenes Leseraster) 
 
PBMC      peripheral blood mononuclear cells 
(mononukleäre periphere Blutlymphozyten) 
PBS      phosphate buffered saline (Phosphat‐gepufferte Kochsalzlösung) 
PCR      polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion) 
PHA      Phytohämagglutinin 
PMSF      Phenylmethylsulfonylfluorid 
PsV      Pseudovirus 
PV      Papillomvirus 
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RACE      Rapid Amplification of cDNA Ends 
Rn      Rattus norvegicus 
RNA      Ribonukleinsäure 
RNase      Ribonuklease 
RPMI      Roswell Park Memorial Institute Medium 
RT      Raumtemperatur 
 
s.c.      subkutan 
SCC      Squamos cell carcinoma (Plattenepithelkarzinom) 
Sf      Spodoptera frugiperda 
SDS      Natriumdodecylsulfat 
SDS‐PAGE    denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese 
SEAP      secreted alkaline phosphatase 
SMART      Switching Mechanism At 5’ end of RNA Transcript 
SP      Signalpeptid 
 
TAE      Tris‐Acetat‐EDTA Puffer 
TE      Tris‐EDTA Puffer 
TEMED     N,N,N‘,N‘,‐Tetramethylethylendiamin 
Tn      Trichoplusion ni 
Tris      Tris(hydroxymethyl‐)aminomethan 
 
U      unit (internationale Enzymeinheit der Aktivität) 
upm      Umdrehungen pro Minute 
ÜN      über Nacht 
URR      upstream regulatory region 
UV      ultraviolett 
 
v/v      Volumenprozent 
VLP      virus‐like particle (Virus‐ähnliches Partikel) 
 
WB      Western blot 
WHO      World Health Organisation 
wt      Wildtyp 
w/v      Gewichtsprozent (Masse‐Volumen Verhältnis) 
 
X‐Gal      5‐Brom‐4‐Chlor‐3‐Indolyl‐β‐D‐Galaktosid 
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B. Zusammenfassung 
Infektionen mit bestimmten Papillomviren sind mit der Entstehung von Tumoren assoziiert. So sind 
z.B.  das  Zervixkarzinom  (zweithäufigste  Tumorart  bei  Frauen  weltweit),  sowie  equine  Sarkoide 
(häufigster Hauttumor bei Pferden) kausal mit high risk HPV‐, respektive BPV 1 und BPV 2 Infektionen 
verbunden.  Zur  Prävention  des  Zervixkarzinoms  liegt  ein  Fokus  der  HPV‐Forschung  auf  der 
Entwicklung  prophylaktischer  Vakzinierungsansätze.  Kürzlich  wurden  die  ersten  HPV‐Impfstoffe 
kommerzialisiert. Diese basieren  auf Virus‐ähnlichen  Partikeln, welche  in  immunisierten  Patienten 
Virus‐neutralisierende  Antikörper  induzieren.  Hierdurch  können  Primärinfektionen  verhindert 
werden  und  es  wird  erwartet,  dass  hierdurch,  auf  lange  Sicht  betrachtet,  die  Zahl  der 
Zervixkarzinomfälle  reduziert wird.  Aufgrund  der  langen  Latenzzeit  zwischen  Primärinfektion  und 
Auftreten des Tumors besteht zudem ein Bedarf an Therapiemöglichkeiten für bereits infizierte oder 
erkrankte Patientinnen. Im Falle equiner Sarkoide steht z.Zt. ebenfalls noch keine geeignete Therapie 
zur Verfügung. Ein vielversprechender Therapieansatz zu Behandlung PV‐assoziierter Tumoren ist die 
Vakzinierung mit chimären Virus‐ähnlichen (CVLP) Partikeln mit dem Ziel der  Induktion spezifischer, 
gegen Tumorantigene gerichteter zytotoxischer T‐Zellen (CTL). Als geeignete Tumorantigene gelten in 
diesem Zusammenhang die viralen Onkoproteine E5, E6 und E7. 
Um  therapeutische  Vakzinierungsansätze  zu  testen,  ist  die  Messung  der  Vakzin‐induzierten  CTL 
notwendig.  Hauptziel  der  vorliegenden  Arbeit  war  es,  ein  geeignetes  Nachweisverfahren  zur 
Detektion  zytotoxischer  T‐Zellen  in  Equiden  bereit  zu  stellen. Hierzu  sollte  ein  ELISPOT‐Verfahren 
zum Nachweis der Granzym B (GrzmB)‐Sekretion aktivierter CD8+ CTL in Pferden etabliert werden. Zu 
diesem  Zweck  wurde  die  equine  GrzmB‐cDNA‐Sequenz  isoliert  und  charakterisiert.  Durch 
phylogenetische Analysen konnte die Verwandtschaft zu Mitgliedern der Granzym B‐Familie gezeigt 
werden.  Das  Genprodukt  wurde  auf  GrzmB‐spezifische  Aktivität  hin  analysiert  und monoklonale 
Antikörper gegen das Protein generiert. Die Antikörper konnten  in  immunologischen Verfahren wie 
Western  blot,  Immunfluoreszenz  und  ELISA  zur  eqGrzmB‐Detektion  eingesetzt  werden.  Darüber 
hinaus konnte gezeigt werden, dass die Antikörper  transient  in 293TT‐ und ED‐Zellen exprimiertes 
eqGrzmB  im  ELISPOT‐Verfahren  detektieren  können.  Somit wurden  erste  Schritte  zur  Etablierung 
eines eqGrzmB‐ELISPOT Verfahrens zum Nachweis Vakzin‐induzierter CTL‐Reaktionen getätigt. 
Zusätzlich  wurde  im  Rahmen  der  vorliegenden  Arbeit  für  eine  Immunisierungsstudie  an 
Sarkoid‐tragenden  Eseln  (Kooperationsprojekt mit  Prof.  S.  Campo  / Universität Glasgow),  das  zur 
Immunisierung der Tiere benötige Antigen (BPV 1 L1/E7 cVLP) zur Verfügung gestellt. Zudem wurden 
Serumproben  immunisierter  Tiere  auf  die  Anwesenheit  spezifischer  BPV 1  L1,  sowie  BPV 1  E7 
Antikörper untersucht.  
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C. Summary 
Papillomavirus  infections  can  lead  to  the  onset  of  certain  types  of  cancer.  For  instance  equine 
sarcoids, the most frequent type of skin tumor in horses, are causally linked to infections with BPV 1 
or 2. Likewise,  infections with high  risk HPV are  linked  to  the development of cervical cancer,  the 
second  most  frequent  type  of  cancer  in  women  worldwide.  One  focus  of  HPV‐research  is  the 
development  of  prophylactic  vaccines  to  inhibit  HPV‐infection  in women.  Recently,  the  first  two 
prophylactic  HPV‐vaccines  have  been  commercialized.  They  are  based  on  so‐called  virus‐like 
particles,  which  are  able  to  induce  virus‐neutralizing  antibodies  in  immunized  patients.  These 
antibodies can inhibit primary infection and it is expected that in the long term this may reduce the 
number of cervical cancer cases. Due to the long latency between primary infection and onset of the 
tumor  there  is  a  need  for  therapeutic  treatment  of  infected  patients  and women  suffering  from 
cervical cancer. In the case of equine sarcoids there is currently no adequate therapy available. One 
promising  therapeutic  approach  to  treat  PV‐associated  tumors  is  the  vaccination  with  chimeric 
virus‐like  particles  (CVLP)  that  are  able  to  induce  tumorantigen‐specific  cytotoxic  T‐lymphocytes 
(CTL). In this context the viral oncoproteins E5, E6 and E7 are considered as suitable tumor antigens. 
To assess the success of therapeutic vaccination it is mandatory to measure the vaccine‐induced CTL 
responses  in  vitro.  The main  objectice  of  the  thesis was  to  provide  a  screening method  for  the 
detection of cytotoxic T‐lymphocytes in equids. For this, an ELISPOT for the detection of Granzyme B 
(GrzmB)‐release  of  activated  horse  CTL  should  be  established.  For  this  purpose  the  equine 
GrzmB‐cDNA was  isolated  and  characterized.  By  the  use  of  phylogenetic  analysis  tools  the  close 
relationship of  the  isolated  cDNA‐sequence  to members of  the GrzmB‐Family  could be  confirmed. 
The gene product was analyzed  for GrzmB‐specific activity and monoclonal antibodies against  the 
protein were  generated.  The  antibodies were  successfully  used  in  immunological  assays  such  as 
Western blot, immunofluorescence and ELISA. Furthermore, it was shown that the antibodies can be 
used in ELISPOT assay to detect eqGrzmB if transiently expressed by two cell lines (293TT and ED). By 
this,  first  steps  towards  the  establishment  of  an  eqGrzmB‐ELISPOT  for  the  detection  of  vaccine‐
induced CTL reactions in horses were taken. 
In  addition,  the  group of Prof.  S. Campo  (University of Glasgow) performed  a  vaccination  trial on 
sarcoid‐bearing donkeys. Within  this project  the antigen  (BPV 1 L1/E7 CVLP)  for  immunization was 
produced and provided. Additionally,  serum  samples of  vaccinated animals were analyzed  for  the 
presence of BPV 1 L1‐ and E7‐specific antibodies. 
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D. Einleitung 
Papillomviren sind kleine DNA‐Viren mit einem  ikosahedrischen Kapsid (Ø 55 nm) ohne umgebende 
Membranhülle, welche zur Familie der Papillomaviridae zählen  (Van Regenmortel et al., 2000). Sie 
infizieren unterschiedlichste  Säugetierarten  sowie Amphibien und Vögel.  Innerhalb der  Säugetiere 
wurden Papillomviren beim Menschen, bei Haus‐und Nutztieren  (u.a. Hund, Rind, Pferd),  sowie  in 
Wildtieren  identifiziert  (Sundberg, 1987). Die Klassifikation der  Papillomviren  richtet  sich  in  erster 
Linie nach der infizierten Wirtsart, aufgrund von DNA‐Sequenzhomologien unterscheidet man zudem 
verschiedene Genotypen (de Villiers et al., 2004). Die PV‐Infektion verläuft streng spezies‐spezifisch, 
jedoch stellt die natürliche  Infektion von Equiden mit bovinen Papillomviren  (BPV) eine Ausnahme 
dieser Wirtsrestriktion dar. Infolge einer PV‐Infektion kann es letztlich in infizierten Individuen zu der 
Entwicklung von Tumoren kommen. Die Assoziation von humanpathogenen Papillomviren (HPV) mit 
verschiedenen benignen Hauterkrankungen und malignen Tumoren, wie dem Zervixkarzinom, dem 
mit  jährlich  etwa  490.000  neu  auftretenden  Fällen  und  ca.  270.000  Todesfällen  zweithäufigsten 
Tumor der weiblichen Bevölkerung weltweit, ist hierbei von großer medizinischer Bedeutung (Bosch 
et al., 2002; Parkin et al., 2001; Pisani et al., 2002). Als weiteres Beispiel dienen Infektionen mit BPV, 
welche in infizierten Rindern und Equiden zur Entstehung unterschiedlicher Tumoren führen können 
(Campo, 2006; Chambers et al., 2003). 
 
D.1 Charakterisierung boviner Papillomviren 
BPV  ist  das  wohl  am  besten  charakterisierte  Tier‐Papillomvirus  und  wurde  zum  Studium  der 
Virusbiologie und der Mechanismen der durch PV ausgelösten Zelltransformation genutzt. 
Bisher wurden  sechs bovine Papillomvirus‐Typen  (BPV 1‐6)  charakterisiert, welche  in drei Gruppen 
unterteilt  werden:  Untergruppe  A  umfasst  die  BPV‐Typen  1  und  2:  diese  werden  als 
Fibro‐Papillomviren  (Delta‐Papillomviren) bezeichnet, da sie Zellen der Epidermis und der darunter 
liegenden  Dermis  infizieren  und  zur  Bildung  von  Fibropapillomen  führen  können.  Untergruppe  B 
schließt die BPV‐Typen 3, 4 und 6 ein (Xi‐Papillomviren), diese infizieren ausschließlich die Epidermis 
und führen zur Bildung von Papillomen. Das BPV 5‐Genom besitzt Homologien sowohl zu Delta‐ und 
Xi‐Papillomviren.  Zudem  führen  Infektionen  mit  BPV  5  sowohl  zu  Papillomen  als  auch  zu 
Fibropapillomen  (Bloch  et  al.,  1994).  Aufgrund  dieser  Eigenheiten  wird  BPV  5  als 
Epsilon‐Papillomvirus klassifiziert (de Villiers et al., 2004). Kürzlich wurden zwei weitere Typen (BPV 7 
und 8) identifiziert (Ogawa et al., 2007; Tomita et al., 2007) und 13 weitere mutmaßliche BPV‐Typen 
beschrieben (Ogawa et al., 2004), die bisher jedoch noch nicht klassifiziert wurden. 
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D.1.1 Das virale Genom  
Wie andere Papillomviren besitzen die bovinen Papillomviren ein 55 ‐ 60 nm großes Kapsid, welches 
das doppelsträngige zirkulär geschlossene DNA‐Genom  in einer mit zellulären Histonen‐assoziierten 
Form enthält  (Favre et al., 1977). Das DNA‐Genom  ist etwa 8 kb groß und  liegt  in  infizierten Zellen 
episomal vor (Lambert, 1991). Das Genom der BPV‐Typen 1, 2 und 5 besteht aus ~8000 Nukleotiden, 
wohingegen das Genom der BPV‐Typen 3, 4 und 6 nur ca. 7300 Nukleotide umfasst. Es kann  in drei 
Abschnitte unterteilt werden und ist wie das aller anderen Papillomviren organisiert. Eine Ausnahme 
bilden die BPV‐Typen 3, 4 und 6, denen das E6‐Gen  fehlt. Abbildung 1 zeigt schematisch das virale 
Genom am Beispiel BPV 1. 
1. Die frühe (early) Region (~4 kb): kodiert für die viralen Proteine E1, E2, E4, E5, E6 und E7 und 
ist  für die Transformation ausreichend  (Lowy et al., 1980). Nahezu alle Proteine werden  in 
einem frühen Stadium der Infektion exprimiert. Eine Ausnahme stellt das E4‐Protein dar, da 
es erst mit Beginn der vegetativen Replikation gebildet wird. Die Genprodukte übernehmen 
wichtige  Funktionen  in  der  viralen  Replikation  und  Transkription  und  zeigen  zudem  z.T. 
transformierende Eigenschaften (zur Hausen, 1996). 
 
2. Die  späte  (late)  Region  (~3  kb):  sie  kodiert  für  das  Hauptkapsidprotein  L1,  sowie  das 
Nebenkapsidprotein  L2.  Beide  Proteine  werden  gegen  Ende  des  Infektionszykluses  in 
ausdifferenzierten Keratinozyten exprimiert und bilden gemeinsam das 55 nm große virale 
Kapsid (Baker et al., 1991). 
 
3. Die Kontrollregion: die sogenannte URR (upstream regulatory region) ist zwischen der späten 
und frühen Region lokalisiert. Sie umfasst einen nicht‐kodierenden Bereich der etwa 900 bp 
umfasst  und mehrere  regulatorische  cis‐Elemente wie  z.B.  den  Replikationsursprung  (ori), 
Bindungsstellen  für  zelluläre  Transkriptionsfaktoren,  Promotorsequenzen,  das 
Polyadenylierungssignal  der  späten mRNA‐Moleküle,  sowie  Bindungsstellen  für  die  viralen 
Proteine E1 und E2 enthält (zur Hausen, 1996). 
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D.1.2 Die späten viralen Transkripte 
Die späten viralen Gene L1 und L2 werden gegen Ende des  Infektionszykluses  in ausdifferenzierten 
Keratinozyten exprimiert  (Laimins, 1993). Die beiden Proteine bilden gemeinsam das virale Kapsid, 
welches sich aus 72 L1‐Pentameren (Baker et al., 1989) und 12 L2‐Proteinen (Kirnbauer et al., 1993) 
zusammensetzt.  Das  L1‐Protein  ist  innerhalb  der  Papillomviren  hoch  konserviert  und  bildet  nach 
seiner  Expression  in  infizierten  Zellen  virale  Kapside. Aufgrund  seiner DNA‐bindenden  Eigenschaft 
spielt das L2‐Protein vermutlich eine Rolle bei der Verpackung des viralen Genoms in das Kapsid (Day 
et  al.,  1998;  Roden  et  al.,  1996).  Weitere  Untersuchungen  weisen  auf  eine  Beteiligung  des 
L2‐Proteins beim Eintritt des Virus in die Wirtszelle hin (Kawana et al., 2001). Beide Proteine besitzen 
sowohl  lineare  als  auch  konformative  Epitope  für  neutralisierende  Antikörper  (Campo,  1995). 
Abbildung 2 zeigt den Aufbau des viralen Kapsids, sowie eine elektronenmikroskopische Aufnahme 
von mehreren Papillomviren.  
Abbildung 1: Genomorganisation am Beispiel BPV 1
Das doppelsträngige zirkuläre DNA‐Genom umfasst ca. 7300 ‐ 8000 bp und wird unterteilt in die Kontrollregion 
(URR),  die  frühe  (early)  Region  (E1,  E2,  E4,  E5,  E6  und  E7)  sowie  die  späte  (late)  Region  (L1  und  L2).  Die 
Funktionen der einzelnen in der Abbildung angegebenen Proteine sind im Text näher erläutert. Anzumerken ist 
die Lokalisation des E4‐Gens, welches sich innerhalb des E2‐ORF befindet, jedoch in einem anderen Leseraster 
transkribiert wird (Abb. verändert nach http://www.microbiologybytes.com/virology/Papillomaviruses.html). 
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D.1.2.1 Die frühen Proteine E1, E2, E4 
Die  frühen viralen Proteine E1, E2 und E4 der Papillomviren besitzen eine Reihe unterschiedlicher 
regulatorischer Funktionen, von denen hier einige genannt werden. Die beiden Proteine E1 und E2 
übernehmen wichtige Funktionen bei der viralen Replikation, wobei die  Interaktion des E2‐Proteins 
mit  E1  dessen  Bindung  an  den  Replikationsursprung  erleichtert  (Chiang  et  al.,  1992;  Seo  et  al., 
1993a). Die  Initiation der Replikation wird durch die  Interaktion des E1‐Proteins mit der  zellulären 
DNA‐Polymerase‐α ausgelöst (Park et al., 1994; Seo et al., 1993b). Zusätzlich fungiert das E2‐Protein 
als  Transkriptionsregulator  (Bernard  et  al.,  1989;  Phelps & Howley,  1987). Das  E4‐Protein wird  in 
mehreren Splice‐Varianten exprimiert, welche mit Keratinen  interagieren (Doorbar et al., 1991) und 
daher möglicherweise an der Reifung und Freisetzung viraler Partikel beteiligt sind. 
 
D.1.2.2 Das transformierende Potential der BPV Onkoproteine E5, E6 und E7 
E5  ist  ein  kleines  hydrophobes  Protein,  welches  mit  intrazellulären  Membranen  wie  z.B.  dem 
Golgi‐Apparat  assoziiert  ist.  Es bindet den PDGF‐R  (platelat‐derived growth  factor  β‐receptor) und 
führt zu dessen ständiger Aktivität. Hierdurch wird eine Signaltransduktionskaskade ausgelöst, die zu 
einem Wachstumssignal  für  die  Zelle  führt  (DiMaio  & Mattoon,  2001;  Goldstein  et  al.,  1992a). 
Darüberhinaus führt E5 durch die Bindung an die 16K ductin/subunit C (Goldstein et al., 1992b) zur 
Reduktion  der,  durch  sogenannte  Gap‐Junctions  vermittelten,  interzellulären  Kommunikation. 
Hierdurch wird  die  infizierte  Zelle  von  den Nachbarzellen  isoliert  (Faccini  et  al.,  1996). Dies  stellt 
einen wichtigen Schritt während der Zelltransformation dar. 
Abbildung 2: Aufbau des Papillomvirus‐Kapsids
LINKS:  Fünf  L1‐Monomere  assemblieren  zu einem  L1‐Pentamer  (auch Kapsomer  genannt). 72 Kapsomere  lagern 
sich mit ~12 L2‐Proteinen und der viralen DNA zu einem Viruspartikel zusammen. Die Partikelbildung ist auch ohne 
die  virale  DNA  möglich  (nach  http://www.merckmedicus.com/pp/us/hcp/diseasemodules/hpvd/default.jsp).
RECHTS: Kolorierte Transmissionselektronenmikroskopie einer Gruppe Papillomviren. 
(Quelle: http://web.uct.ac.za/depts/mmi/stannard/papillo.html). 
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Durch  die  Interaktion  mit  16K  ductin/subunit  C  kommt  es  zudem  zu  einer  Alkalisierung  der 
Endosomen und des Golgi‐Apparates. Dies hat die Retention von MHC‐I Molekülen im Zellinneren zur 
Folge (Ashrafi et al., 2002; Marchetti et al., 2002). Durch eine Reduktion der MHC‐I Moleküle auf der 
Zelloberfläche  kann  die  infizierte  Zelle möglicherweise  die Überwachung  durch  das  Immunsystem 
umgehen. 
E6 besitzt zwei hochkonservierte Zinkfingermotive, welche typisch für DNA‐bindende Proteine sind. 
Im Gegensatz zu HPV 16 E6  ist  sein  transformierendes Potential nicht auf die  Interaktion mit dem 
Tumorsuppressor  p53  zurückzuführen  (HPV  16  E6  führt  durch  Bindung  an  p53  zu  dessen 
Degradation)  (Rapp  et  al.,  1999;  Scheffner  et  al.,  1990).  BPV  E6  interagiert  mit  dem 
Calcium‐bindenden  Protein  ERC‐55/E6BP  (Chen  et  al.,  1995)  und  dem  Transkriptions‐Co‐Faktor 
CBP/p300  (Zimmermann  et al., 2000), wodurch normale Zellfunktionen  gestört werden.  Zusätzlich 
wird die Zellmorphologie durch Interaktionen mit Paxillin und dem Aktin Zytoskelett gestört (Tong & 
Howley, 1997). 
E7 kooperiert vermutlich mit den beiden Onkoproteinen E5 und E6 bei der Zelltransformation (Bohl 
et al., 2001).  Im Gegensatz zu HPV 16 E7 bindet es nicht an den Tumorsuppressor pRB, da BPV E7 
nicht  das  pRB‐Bindungsmotif  LXCXE  besitzt  (Narechania  et  al.,  2004). Aus  diesem Grund  ist  nicht 
geklärt, wie BPV E7 zur Zelltransformation beiträgt. 
 
D.1.3 BPV­assoziierte Tumoren 
BPV‐Infektionen  von  Rindern  und  Equiden  sind  mit  der  Entstehung  unterschiedlicher  Tumoren 
assoziiert: 
a. BPV 1‐ und BPV 2‐Infektionen können in infizierten Rindern zur Bildung von Tumoren 
der Blase und des Euters  führen  (Campo, 2002; Olson et al., 1959). Anhand dieses 
Modellsystems  konnte  ein  Zusammenhang  zwischen  einer  BPV‐Infektion  und  dem 
Auftreten von Tumoren in Rindern aufgezeigt werden. 
b. Infektionen  mit  BPV4  können  in  Rindern,  in  Kombination  mit  dem  Futtermittel 
Adlerfarn,  zur  Ausbildung  von  Tumoren  des  oberen  Verdauungstraktes  führen 
(Campo et al., 1994). Für die Entstehung des Ösophagus‐Tumors bei Menschen, der 
sechst häufigsten Tumorart  in Entwicklungsländern  (Parkin et al., 2001), gilt, neben 
den  beiden  Hauptrisikofaktoren  Tabak‐  und  Alkoholkonsum,  der Umgang  und  die 
Aufnahme  von  Adlerfarn  als  weiterer  Risikofaktor  (Alonso‐Amelot  &  Avendano, 
2001). Zudem gelten Infektionen mit HPV als weiterer Risikofaktor, da verschiedene 
HPV‐Typen in Ösophagus‐Tumoren nachgewiesen werden konnten. (Syrjanen, 2002). 
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Solle  möglicherweise  für  einige  Arten  von  Ösophagus‐Tumoren  eine  ähnliche 
Ätiologie zu dem Auftreten von Tumoren des oberen Verdauungstraktes bei Rindern 
bestehen,  so  könnte  das  BPV4‐Modellsystem  eine  größere  Relevanz  bei  der 
Erforschung der molekularen Pathogenitätsmechanismen erlangen (Campo, 2006).  
c. BPV 1‐ (und 2)‐Infektionen in Equiden (Kreuzspezies‐Infektion) können Sarkoide nach 
sich ziehen. Auf equine Sarkoide und deren mögliche Anwendung als Modellsystem 
für die  Immuntherapie PV‐assoziierter Erkrankungen wird unter D.3 / D.5 detailiert 
eingegangen. 
 
D.2 Modellsysteme 
Aufgrund  des  Problems  der  Speziesspezifität  der  PV‐Infektion  existiert  kein  Tiermodell  der 
HPV‐Infektion.  Aus  diesem  Grund  existiert  eine  Reihe  von  Tiermodellen  (neben  dem  bereits 
angesprochenen  BPV‐System),  welche  zum  Studium  PV‐assoziierter  Erkrankungen  und  zur 
Untersuchung unterschiedlicher Vakzinierungsstrategien herangezogen werden: 
1) COPV (canine oral papillomavirus): Infektionen von Hunden mit COPV führen im Mund‐ und 
Rachenbereich zur Bildung von Papillomen, welche eine spontane Regression zeigen. Maligne 
Tumorprogession, bis hin zu Plattenepithelkarzinomen (Watrach et al., 1970), zeigt sich nur 
in  seltenen  Fällen  und  nur  unter  immunsupprimierten  Bedingungen  (Bredal  et  al.,  1996; 
Lucroy et al., 1998). Mit Hilfe dieses Modellsystem wurden Erkenntnisse über die antivirale 
Immunabwehr gewonnen, sowie Immuntherapie‐Ansätze erprob (Nicholls & Stanley, 1999). 
 
2) CRPV  (cotton  tail  rabbit  papillomavirus):  Bei  Waldkaninchen  (cottontail  /  natürlicher 
Wirtsorganismus)  führt die  Infektion durch das Virus  in 25 % der Fälle  zur Entstehung von 
lokalen,  benignen  Hauttumoren.  Bei  experimentellen  Infektionen  von  Hauskaninchen 
hingegen,  welche  für  das  Virus  empfänglich  sind,  persistieren  die  durch  die  Infektion 
induzierten Papillome lebenslang und progressieren in 80 % der Fälle, ohne Einfluss weiterer 
Kofaktoren,  zu  Karzinomen  (Syverton,  1952).  Im  Gegensatz  zum Waldkaninchen  verläuft 
beim Hauskaninchen  die  Infektion mit  CRPV  abortiv,  denn  es werden  keine  vollständigen 
Viruspartikel  gebildet.  Ein  Zusammenhang  zwischen  abortiver wirtsfremder  Infektion  und 
erhöhter Karzinogeneserate  ist daher anzunehmen  (Wettstein, 1987). Aufgrund der hohen 
Progressionsrate  stellt  das  Hauskaninchen  ein  geeignetes  in  vivo‐Modellsystem  für 
Papillomvirus‐assoziierte Hauttumoren dar. 
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Mit diesem Modell wurden zudem u.a. Erkenntnisse auf die Funktion des viralen E4‐ (Peh et 
al., 2004) und E7‐Proteins  (Brandsma et al., 1991) gewonnen. Desweiteren eignet  sich das 
Modellsystem zur Erprobung von Immuntherapie‐Ansätzen gegen PV‐Infektionen (Han et al., 
1999a; Han et al., 1999b). 
 
3) MnPV  (mastomys natalensis papillomavirus): mit MnPV  infizierte Tiere entwickeln  spontan 
multiple  benigne  Hauttumoren  wie  Papillome  und  Keratoakantome  (Müller  &  Gissmann, 
1978),  die  keine  Regression  zeigen  und  sich  erst  nach  örtlicher,  äußerer  Applikation  von 
Karzinogenen  zu  sogenannten  Platteneptithelkarzinomen  (SCC:  squamos  cell  carcinoma) 
entwickeln (Wayss et al., 1981). Der Zusammenhang zwischen einer Infektion mit einem der 
Schleimhaut‐assoziierten  HPV‐Typen  und  der  Tumorentstehung  gilt  als  gesichert.  Die 
Infektion von Hautkeratinozyten mit einem der Haut‐assoziierten HPV‐Typen als möglichem 
Risikofaktor für die Entwicklung von NMSC (non‐melanoma skin cancer) ist bisher unklar. Das 
Mastomys‐Modellsystem wird zur Klärung dieser Fragestellung (Helfrich et al., 2004), sowie 
zur Erforschung der Hautkarzinogese auf molekularer Ebene angewendet. 
 
D.3 Equine Sarkoide 
Equine  Sarkoide  sind,  mit  einem  Anteil  von  0,78 %  erkrankten  Tieren  an  der  gesamten 
Pferdepopulation  (Fretz &  Barber,  1980),  die  häufigsten  Hauttumoren  bei  Pferden  (Lazary  et  al., 
1985; Ragland & Spencer, 1970). Sie sind mit BPV‐Infektionen assoziiert, wobei es sich um eine so 
genannte  Kreuzspezies‐Infektion  handelt  (Chambers  et  al.,  2003).  In  den  folgenden  Abschnitten 
werden  equine  Sarkoide  näher  beschrieben  und  ihr  möglicher  Nutzen  als  Modellsystem  in  der 
Papillomvirus‐Forschung erläutert. 
 
D.3.1 Charakterisierung, Ätiologie und Pathogenese 
Equine Sarkoide sind mesenchymale, semimaligne Hauttumore, welche keine Metastasierung zeigen 
(Weis,  1990).  Sie  treten  bei  Pferden,  Eseln  und Maultieren  (Sundberg  et  al.,  1977)  einzeln  oder 
multipel  an  prinzipiell  jeder  Körperstelle  auf,  wobei  bestimmte  Regionen  des  Körpers  (Kopf, 
Abdomen und Gliedmaße) gehäuft betroffen sind (Teifke, 1994). Dies gilt für Tiere  jeden Alters und 
Geschlechts, jedoch findet sich eine Häufung der Fälle bei Tieren zwischen 3 und 8 Jahren (62 % aller 
Fälle), sowie bei männlichen (60,9 % aller Fälle) Tieren (Brandt & Deegen, 1996). Es gilt als gesichert, 
dass equine Sarkoide durch eine  Infektion von Equiden mit bovinen Papillomviren  (BPV) Typ 1 und 
Typ  2  hervorgerufen  werden  (Chambers  et  al.,  2003).  Hierbei  werden  neben  epidermalen  auch 
dermale Anteile der Haut infiziert. 
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Der Übertragungsweg  infektiöser Virionen  auf Equide  ist bisher nicht bekannt,  jedoch besteht ein 
erhöhtes Infektionsrisiko für Tiere, welche auf Bauernhöfen in engem Kontakt zu Rindern (natürlicher 
Träger  einer  BPV‐Infektion)  stehen  (Mohammed  et  al.,  1992).  Als  möglicher  Vektor  für  die 
Übertragung  gelten  Fliegen  (Chambers  et  al.,  2003),  in  denen  BPV‐DNA  nachgewiesen  werden 
konnte (Kemp‐Symonds, 2000). 
Erste Hinweise auf einen kausalen Zusammenhang zwischen einer BPV‐Infektion und dem Auftreten 
equiner  Sarkoide  lieferten  Versuche,  in  denen  gezeigt  werden  konnte,  dass  Pferde  für  die 
experimentelle  Infektion mit  BPV 1  und  BPV  2  empfänglich  sind  (Olson &  Cook,  1951;  Ragland & 
Spencer,  1968).  Später  konnte  in  Tumorgewebeproben  mittels  der  DNA‐Hybridisierungstechnik 
BPV‐DNA nachgewiesen werden (Lancaster et al., 1977); die DNA liegt hierbei in mehrfachen Kopien 
episomal  vor  (Amtmann  et  al.,  1980).  Bisher  ist  es  nicht  gelungen  BPV‐Virionen  aus  dem 
Tumorgewebe  zu  isolieren, weswegen man  von  einer  nicht‐produktiven  Infektion  spricht. Dies  ist 
vermutlich  auf  die  ausbleibende  Expression  der  viralen  Hüllproteine  L1  und  L2  in  den  nicht 
ausdifferenzierten  infizierten Epithelzellen  zurückzuführen.  Im Gegensatz  zu  L1 und  L2 werden die 
frühen  viralen  Gene  E5,  E6  und  E7,  die  als  wichtige  BPV‐Onkoproteine  angesehen  werden,  im 
Tumorgewebe  exprimiert  (Carr  et  al.,  2001; Nasir &  Reid,  1999).  Als  Folge  der  Expression  dieser 
transformierenden Proteine kann es  im Zusammenspiel mit weiteren Faktoren  (z.B. ELA‐Genotyp / 
Lazary et al., 1985)  zur Entstehung eines Tumors kommen. Neben der  Induktion einer verstärkten 
Proliferation der Epithelzellen führen die Genprodukte (E5, E6 und E7)  in  infizierten Zellen zu einer 
Hemmung  der  Keratinisierung.  Nach  Müller  (Müller,  1991)  unterbleibt  hierdurch  die 
Ausdifferenzierung der Zellen und es kommt somit vermutlich nicht zur Transkription der Gene für L1 
und L2. 
 
D.3.2 Therapie equiner Sarkoide 
Zurzeit  steht keine effektive Behandlungsmöglichkeit  für equine Sarkoide  zur Verfügung.  Folgende 
Verfahren werden in der Klinik angewendet: 
1)  Chirurgische  Entfernung:  Bei  dieser  Form  der  Behandlung  zeigen  in  etwa  50 %  der  entfernten 
Sarkoide  innerhalb  von  drei  Jahren  ein  Rezidiv  (Ragland  &  Spencer,  1970).  2)  Kryochirurgische 
Behandlung:  durch  die  Behandlung  der  Sarkoide  mit  flüssigem  Stickstoff  soll  das  Tumorgewebe 
nekrotisch  werden.  Etwa  30 %  der  behandelten  Tiere  zeigen  ein  Rezidiv  (Marti  et  al.,  1993). 
3) Chemotherapie:  der  Tumor  wird  in  diesem  Fall  mit  den  Antimetaboliten  Cisplatin  und 
5‐Fluorouracil behandelt (Turrel et al., 1985). 4) Immuntherapie: durch den Einsatz von BCG (Bacillus 
Calmette‐Guerin) kommt es zu einer unspezifischen Stimulation von Lymphozyten. 
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Der  exakte Wirkmechanismus  von  BCG  auf  Sarkoide  ist  jedoch  nicht  bekannt.  Als  Nebenwirkung 
dieser Behandlungsmethode tritt u.a. der anaphylaktische Schock auf, der zum Tod des Tieres führen 
kann  (Vanselow et al., 1988). Weitere experimentelle Verfahren sind mit hohen Kosten verbunden 
und eignen sich daher nicht für die klinische Anwendung. 
 
D.4 Immunisierungsstrategien zur Verhinderung PV­assoziierter 
Erkrankungen 
Eines der Hauptziele der PV‐Forschung  ist die Entwicklung von  Impfstoffen, welche entweder eine 
Primärinfektion  verhindern  (Prophylaxe)  oder  zur  Regression  etablierter  Tumoren  oder  Papillome 
führen (Therapie). Basierend auf den Erkenntnissen  in den Bereichen der viralen Molekularbiologie, 
sowie dem Gebiet der viralen  Immunabwehr, wurden  in den vergangenen  Jahren unterschiedliche 
Strategien  zur  prophylaktischen  und  therapeutischen  Vakzinierung  gegen  Papillomviren,  v.a. HPV, 
entwickelt  und  in  klinischen  Studien  erprobt.  In  den  beiden  folgenden Abschnitten wird  kurz  auf 
einige der Strategien eingegangen. 
 
D.4.1 Prophylaktische Vakzinierung 
Die  Induktion  Virus‐neutralisierender  Antikörper  zur  Verhinderung  einer  Primärinfektion  ist  das 
hauptsächliche Ziel der prophylaktischen Vakzinierung. Zudem  ist die Ausbildung des  sogenannten 
immunologischen  Gedächtnisses  wünschenswert,  um  einen  lang  anhaltenden  Impfschutz  zu 
gewährleisten. Zahlreiche Untersuchungen  in Tiermodellen  (Breitburd et al., 1995; Kirnbauer et al., 
1996) und anschließende klinische Studien (Harper et al., 2004; Koutsky et al., 2002; Villa et al., 2006) 
führten 2006/2007 zur Lizensierung der ersten „anti‐Tumor“‐Impfstoffe in der Humanmedizin (Merck 
&  Co:  Gardasil®,  GlaxoSmithKline:  Cervarix®).  Die  beiden  Impfstoffe  basieren  auf  sogenannten 
Virus‐ähnlichen  Partikeln  (VLP;  virus  like  particle),  welche  in  Struktur  und  Morphologie  den 
infektiösen  Viruspartikeln  ähneln  (Kirnbauer  et  al.,  1993).  Sie  besitzen,  analog  zu  infektiösen 
Virionen, Dömanen der Kapsidproteine  L1 und  L2  in nativer  Form und eignen  sich daher  ideal als 
Vakzine, da  sie Virus‐neutralisierende Antikörper  induzieren  können. VLP  entstehen  spontan nach 
Überexpression des viralen Hauptkapsidproteins L1  (allein oder  in Kombination mit L2)  in diversen 
experimentellen Systemen wie Insekten‐, Hefe‐, oder Säugerzellen (Hagensee et al., 1993; Kirnbauer 
et al., 1993; Rossi et al., 2000). Die so hergestellten VLP enthalten keine virale DNA und sind daher 
nicht infektiös. 
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Die  Induktion  neutralisierender  Antikörper  durch  VLP‐Immunisierung  ist  hoch  typspezifisch:  in 
Tiermodellen zur Inhibition des entsprechenden infektiösen PV in vivo konnte demonstriert werden, 
dass  durch  Immunisierung  eine  primäre  Infektion  unterbunden werden  kann  (Christensen  et  al., 
1996). 
In Bezug auf das BPV‐System wird hier als Beispiel die prophylaktische  Immunisierung gegen BPV 4 
Infektionen genannt. Durch Immunisierung mit dem Kapsidprotein L2 kommt es in den behandelten 
Tieren  zur  Induktion Virus‐neutralisierender Antikörper  (Gaukroger et al., 1996) und die Tiere  sind 
gegen  eine  Infektion  mit  dem  BPV  4  Virus  geschützt  (Campo  et  al.,  1993).  Analysen  der 
immundominanten  BPV  4  L2  Epitope  ergaben,  dass  diese  homolog  zu  Epitopen  sind,  welche  in 
L2‐Proteinen  von  einigen humanen  Papillomviren  identifiziert wurden. Dies  führte  zur Hypothese, 
dass durch Immunisierungen mit HPV L2‐Proteinen eine Kreuz‐Protektion gegen mehrere HPV‐Typen 
induzierbar ist (Roden et al., 2000). 
 
D.4.2 Therapeutische Vakzinierung mit chimären VLP 
Zur Behandlung bereits etablierter Tumoren werden therapeutische Vakzinierungansätze entwickelt. 
Die beiden viralen Onkoproteine E6 und E7 werden konstitutiv  in transformierten Zellen exprimiert 
und  daher  als  geeignete  Tumorantigene  angesehen  (zur  Hausen,  1996).  Ziel  der  therapeutischen 
Immunisierung  ist  die  Aktivierung  spezifischer  zytotoxischer  T‐Zellen  (CTL),  welche  gegen  diese 
Proteine  gerichtet  sind.  Zur  Induktion  E6‐  bzw.  E7‐spezifischer  CTL  werden  u.a.  CVLP  eingesetzt 
(Müller et al., 1997), welche die Eigenschaften der VLP‐basierten prophylaktischen  Immunisierung 
mit  der  Induktion  E6/E7‐spezifischer  CTL  vereinen.  Der  CVLP‐Impfstoff  gilt  daher  als 
vielversprechender Ansatz sowohl zur Prophylaxe, als auch zur der Behandlung (Immuntherapie) PV‐
assoziierter Erkrankungen. 
In  Tierversuchen  konnte  gezeigt  werden,  dass  es  durch  die  Immunisierung  mit  L1/E7  CVLP  zur 
Induktion  Virus‐neutralisierender  Antikörper  und  zur  Aktivierung  E7‐spezifischer  CTL‐Antworten 
kommt. Zusätzlich konnte eine Inhibition des Wachstums induzierter Tumoren in behandelten Tieren 
beobachtet werden  (Schäfer et al., 1999).  In einer ersten klinischen Studie mit HPV 16 L1/E7 CVLP 
konnte die Verträglichkeit des Vakzins demonstriert werden. Zudem konnte ein Trend der klinischen 
Effizienz  des  Impfstoffes  demonstriert  werden,  dieser  war  jedoch  statistisch  nicht  signifikant 
(Kaufmann et al., 2007). 
Zusätzlich  existiert  noch  eine Vielzahl  anderer  therapeutischer Vakzinierungsansätze:  z.B.  a)  virale 
oder bakterielle Vektorsysteme b) Immunsierungen mit Plasmid‐DNA c) Peptid‐ und Protein‐basierte 
Strategien sowie d) Zellbasierte Vakzinierungen (siehe Übersichtsartikel: Da Silva et al., 2001). 
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Zur Behandlung equiner Sarkoide wurde eine Vakzinierungsstrategie entwickelt, die auf dem Einsatz 
chimärer Virus‐ähnlicher Partikel beruht  (Mattil‐Fritz, 2002). Die CVLP bestehen aus dem BPV 1  L1 
Protein,  an  dessen  Carboxyterminus  eine  Teilsequenz  des  BPV 1  E7  Proteins  (AS 1‐54)  fusioniert 
wurde.  Durch  den  Einsatz  dieser  Vakzine  sollten  in  behandelten  Tieren  BPV 1  E7‐spezifische  CTL 
induziert  werden,  welche  BPV‐infizierte  Zellen  erkennen  und  abtöten  können.  In  einer  ersten 
präklinischen  Studie  wurden  12  Sarkoid‐tragende  Pferde  mit  dem  Vakzin  behandelt,  wobei  die 
Verträglichkeit  des Vakzins  und  dessen  Immunogenität  in Bezug  auf  die  humorale  Immunantwort 
gegen BPV 1  L1  sowie  E7 untersucht wurde  (Mattil‐Fritz  et  al., 2007).  In  keinem der behandelten 
Tiere  traten Nebenwirkungen auf und  in 11/12 Tieren konnten L1‐spezifische Antikörper detektiert 
werden. In fünf der behandelten Tiere konnten E7‐spezifische Antikörper gemessen werden. Da die 
Tiere  unterschiedliche  klinische  Vorgeschichten  aufwiesen  (Zahl  der  Tumoren;  therapeutische 
Behandlungen) fiel der klinische Erfolg der Studie sehr heterogen aus. 
 
D.5 Equine Sarkoide als Modellsystem 
Equine  Sarkoide  eignen  sich  aufgrund  ihrer  Ätiologie  als  Modellsystem  zur  Etablierung  neuer 
Immuntherapie‐Ansätze  für  PV‐assoziierte  Erkrankungen.  In  beiden  Fällen  (HPV‐Infektion  bei 
Menschen, BPV‐Infektion bei Equiden) kann es infolge einer natürlichen PV‐Infektion zur Ausbildung 
eines Tumors kommen. Aufgrund der ähnlichen Ätiologie der Tumoren könnten neue therapeutische 
Vakzinierungsstrategien  möglicherweise  direkt  auf  das  humane  System  übertragbar  sein. 
Einschränkend  gilt  jedoch,  dass  es  sich  bei  equinen  Sarkoiden  im  Gegensatz  zum  Zervixkarzinom 
(Schleimhaut),  um  einen  Hauttumor  handelt.  Dennoch  gelten  in  beiden  Fällen  die  viralen 
Onkoproteine  E5,  E6  und  E7  als  Hauptantigene  bei  der  immuntherapeutischen  Behandlung  der 
Tumore  (Gissmann  et  al.,  2001). Bei  der  Etablierung  neuer Vakzinierungsstrategien  ist  es wichtig, 
neben dem klinischen Ergebnis, die Induktion zellulärer Immunantworten effizient messen zu können 
(Hammond et al., 1998; Michel, 2003). Hierdurch kann eine Korrelation zwischen klinischen Erfolgen 
und  Immunogenität  der  eingesetzten  Vakzine  hergestellt  werden.  Die Möglichkeit  der  Messung 
zellulärer Immunantworten ist derzeit im equinen System nicht möglich, was eine Einschränkung des 
Modellsystems darstellt. 
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D.6 Messung von T­Zellantworten 
Zelluläre  Immunantworten  werden  durch  die  Präsentation  von  Antigenen  über  MHC‐Komplexe 
(major histocompatibility complex) durch  spezialisierte Antigen‐präsentierende Zellen  induziert. Sie 
spielen u.a. eine entscheidende Rolle bei der Immunabwehr Virus‐infizierter Zellen. Die Präsentation 
der  Antigene  kann  über  MHC‐Moleküle  der  Klasse  I  oder  II  erfolgen,  was  zu  einer  Aktivierung 
unterschiedlicher  T‐Zellgruppierungen  führt.  Im  Falle  der  Präsentation  über MHC‐I  werden  CD8+ 
zytotoxische T‐Zellen (CTL), welche zur Lyse von Zielzellen befähigt sind, aktiviert. Wird das Antigen 
über MHC‐II  präsentiert  kommt  es  zur  Induktion  von  CD4+  T‐Helferzellen, welche  an  der  Reifung 
aktivierter B‐Zellen beteiligt sind (Slater & Hannant, 2000). Aktivierte T‐Zellen sezernieren eine Reihe 
antiviraler und regulatorischer Zytokine, wie z.B. Granzym B und Interferon‐γ (Abb. 3). Zur Detektion 
aktivierter  T‐Zellen  stehen  unterschiedliche  Verfahren  zur  Verfügung.  Mit  Hilfe  des 
Chromiumfreisetzungstests  wird  die  antigen‐spezifische  Lyse  von  Zellen  durch  aktivierte  CTL 
gemessen. Hierbei werden Zielzellen mit  radioaktivem  51Chromium markiert und mit Effektorzellen 
(CTL)  inkubiert.  Kommt  es  zu  einer  antigen‐spezifischen  Lyse  der  Zielzellen  wird  Radioaktivität 
freigesetzt, welche detektiert werden  kann. Durch dieses Verfahren  ist die Messung  funktioneller 
T‐Zellantworten direkt möglich. In anderen Verfahren wird die Zytokin‐Produktion aktivierter T‐Zellen 
detektiert und analysiert. Als klassisches Beispiel gilt die Detektion Interferon‐γ (IFN‐γ), welches von 
aktivierten  T‐Zellen  (CD4+  und  CD8+)  sezerniert  wird.  Durch  die  IFN‐γ‐Detektion  wird  der 
Aktivierungszustand  analysierter  T‐Zellen  bestimmt,  jedoch  kann  keine  Aussage  über  die 
Funktionalität der untersuchten Zellen getroffen werden (Shacklett, 2002). Neuerdings wird auch das 
CD8+ T‐Zell‐spezifische Protein Granzym B zur Detektion aktivierter CTL herangezogen. 
Abbildung  3:  Zytokinfreisetzung  durch
aktivierte  T‐Zellen  nach  Kontakt  zur
Zielzelle 
Aktivierte  CTL  sezernieren,  nachdem  sie
ihre  Zielzelle  erkannt  haben,  eine  Reihe
von  Zytokinen,  darunter  das
immunregulatorische IFN‐γ sowie das zur
Apoptose‐Induktion befähigte GranzymB.
Beide  gelten  als  Markerantigene
aktivierter T‐Zellen, wobei Granzym B für
CD8+  CTL  spezifisch  ist.  Die  Proteine
eignen  sich  daher  zur  Detektion
aktivierter  T‐Zellen  in  ELISPOT  und
anderen Verfahren. Abbildung modifiziert
nach Shacklett, 2002. 
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Ein  Verfahren  zur  Messung  der  Zytokin‐Produktion  ist  die  intrazelluläre  Färbung  exprimierter 
Proteine. Bei diesem Verfahren wird das Zytokin nach unspezifischer Stimulierung der T‐Zellen und 
Blockade  der  Proteinsekretion  mit  Hilfe  fluoreszenzmarkierter  Antikörper  markiert  und  mittels 
Durchflusszytomertrie  detektiert  (Maecker  et  al.,  2000).  Durch  eine  parallel  durchgeführte 
Fluoreszenzmarkierung  eines  der  beiden  T‐Zell‐Oberflächenmarker  CD4  bzw.  CD8  kann  zwischen 
beiden  T‐Zellgruppierungen  direkt  unterschieden  werden  und  eine  Aussage  über  die  Art  der 
induzierten Immunantwort getroffen werden. 
Als  zweite  Methode  zur  Detektion  der  Zytokinproduktion  sei  das  ELISPOT‐Nachweisverfahren 
genannt.  Es  basiert  auf  dem  Einsatz  eines  Antikörperpaares,  welches  in  der  Lage  ist,  das  durch 
einzelne T‐Zellen produzierte Zytokin auf einer Mikrotiterplatte zu  fixieren und zu detektieren. Der 
zur  Detektion  eingesetzte  Antikörper  ist  entweder  direkt  an  ein  Enzym  gekoppelt  oder 
Biotin‐markiert,  welches  in  einer  Folgereaktion  durch  Streptavidin  (Enzym‐gekoppelt)  detektiert 
werden  kann.  Infolge  der  Substratzugabe  kommt  es  zu  einer  Farbreaktion,  die  als  spot  auf  der 
Oberfläche  eines  Reaktionsloches  auf  der Mikrotiterplatte  auftritt.  Theoretisch  repräsentiert  ein 
solcher  spot eine Zytokin‐freisetzende T‐Zelle. Eine  standardisierte Auswertung der  spots  ist durch 
den Einsatz spezieller ELISPOT‐Lesegeräte möglich. Ein Nachteil der IFN‐γ‐Detektion mittels ELISPOT 
ist,  dass  die  Zytokin‐produzierenden  Zellen  phänotypisch  nicht  charakterisiert  und  somit  nicht 
zwischen CD4+ und CD8+  T‐Zellen unterschieden werden  kann, da beide T‐Zellgruppierungen nach 
ihrer Aktivierung  IFN‐γ sezernieren. Dies  ist bei der Analyse Vakzin‐induzierter T‐Zellantworten von 
Nachteil, da durch die Immunisierung CD8+ CTL aktiviert werden sollen. Ein direkter Nachweis dieses 
T‐Zell‐Subtyps  ist  aus diesem Grund wünschenswert.  Eine Möglichkeit  zur Detektion  zytotoxischer 
T‐Zellen  mit  Hilfe  des  ELISPOT‐Nachweisverfahrens  ist  der  Nachweis  des  CTL‐spezifischen 
Effektorproteins  Granzym  B,  welches  nur  durch  CD8+  T‐Zellen  produziert  wird  (Rininsland  et  al., 
2000). Hierdurch ist eine Diskriminierung der beiden T‐Zellgruppierungen möglich. Im Gegensatz zur 
IFN‐γ‐Detektion  weißt  die  antigen‐äbhängige  Freisetzung  von  Granzym  B  auf  die  Anwesenheit 
funktionaler CD8+‐positiver T‐Zellen hin (Waterhouse et al., 2004). Somit kann durch die Granzym B 
Detektion  direkt  eine  Aussage  über  die  Art  der  induzierten  zellulären  Immunreaktion  getroffen 
werden. 
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D.7 Granzym B und die Granzym­Familie 
Granzyme  werden  ausschließlich  durch  T‐Zellen  und  natürliche  Killerzellen  (NK‐Zellen)  des 
Immunsystems exprimiert. Sie zählen zur Familie der chymotrypsin‐verwandten Serinproteasen (Liu 
et  al.,  1995;  Trapani,  2001).  Bislang  wurden  die  humanen  Granzyme  A,  B,  H,  K  und M  und  im 
Maussystem  die  Granzyme  A‐G  sowie  M  und  N  beschrieben  (Liu  et  al.,  1995;  Trapani,  2001). 
Zusätzlich wurden Granzyme in anderen Spezies wie Ratte, Rind oder Schwein charakterisiert. Ferner 
wurden durch  in silico Genom‐Analysen Granzym‐Sequenzen  in weiteren Spezies vorhergesagt. Die 
Existenz des Granzym H Proteins scheint allerdings auf den Menschen beschränkt zu sein. Innerhalb 
der Gruppe  der  Equiden  sind  bisher  keine Granzyme  beschrieben.  Aufgrund  ihrer  enzymatischen 
Aktivität,  ihrer Organisation  innerhalb des Genoms, sowie anhand von Sequenzhomologien werden 
Granzyme  in drei Gruppierungen unterteilt: den  sogenannten  Tryptase‐Lokus  (Granzyme A, K und 
Tryptase‐2), den Chymase‐Lokus  (Granzyme B‐G, H) und den Metase‐Lokus (Granzym M)  (Smyth et 
al., 1996). Neben Granzymen werden noch weitere Enzyme wie Mastzell‐spezifische Chymasen oder 
Cathepsin G  dem  Chymase‐Lokus  zugerechnet  (Gallwitz  et  al.,  2006).  Innerhalb  einer 
Untergruppierung  zeigen  Granzyme  eine  Sequenzhomologie  von  55 – 70 %,  zwischen  den 
Gruppierungen sinkt diese auf 30 – 40 % ab. Einzelne Granzyme sind zwischen verschiedenen Spezies 
stark konserviert, so zeigt z.B. Granzym B eine Sequenzhomologie von 70 % zwischen Maus, Mensch 
und Ratte (Trapani, 2001). Granzym B gilt als am besten charakterisiert und ist neben Perforin eines 
von mindestens  vier weiteren  Effektorproteinen, welche  in  CTL  synthetisiert werden  (Griffiths  & 
Argon, 1995; Yagita et al., 1992).  Granzyme werden in zytotoxischen T‐Zellen in einer inaktiven Form 
als Zymogen exprimiert und in sogenannten lytischen Granula gespeichert. Sie sind in der Lage, nach 
ihrer  vollständigen  Reifung  durch  Abspaltung  des  Signalpeptids,  sowie  dem  für  Granzyme 
charakteristischen N‐terminalen Aktivierungsdipeptid (Caputo et al., 1993; McGuire et al., 1993),  in 
Zielzellen Apoptose zu  induzieren. Nachdem aktivierte zytotoxische T‐Zellen  ihre Zielzellen erkannt 
haben,  werden  Granzyme  aus  den  Speichergranula  in  die  sogenannte  immunologische  Synapse 
freigesetzt.  Möglicherweise  werden  Granzyme  gemeinsam  mit  Perforin  über  Endozytose  in  die 
Zielzelle aufgenommen und Perforin ermöglicht durch Porenbildung in der Membran des Endosoms 
die Freisetzung der Granzym‐Moleküle  ins Zytoplasma (Shi et al., 2005). Typischerweise werden zur 
Auslösung  der  Apoptose  Procaspasen, wie  z.B.  Caspase  3,  durch  aktive  Granzyme  gespalten  und 
hierdurch die proapoptotische Kaskade  induziert (Darmon et al., 1996). Einige Granzyme  lösen den 
Zelltod allerdings über andere Mechanismen, wie beispielsweise die Interaktion von Granzym A mit 
dem SET‐Komplex, aus (Danial & Korsmeyer, 2004). Es ist unklar, ob Granzyme neben ihrer Funktion 
in  der  Immunabwehr  andere  Aufgaben  erfüllen  und  welcher  evolutionäre  Selektionsdruck  zur 
Ausbildung des relativ großen Granzym‐Repertoires geführt hat (Trapani, 2001). 
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D.8 Zielsetzung 
In  der  vorliegenden  Dissertation  sollte,  im  Rahmen  des  equinen  Sarkoid‐Modellsystems,  ein 
Nachweisverfahren  zur  Detektion  zellulärer  Immunantworten  in  Equiden  entwickelt  werden. 
Aktivierte  T‐Zellen  sezernieren  eine  Reihe  von  Zytokinen,  u.a.  Interferon‐  γ  (IFN‐γ).  Durch  den 
Nachweis  der  IFN‐γ  Produktion  aktivierter  T‐Zellen  kann  jedoch  nicht  zwischen  den  beiden 
T‐Zellgruppierungen  (CD4+  T‐Helferzellen  und  CD8+  zytotoxische  T‐Zellen  (CTL))  unterschieden 
werden,  da  dass  Protein  durch  beide  T‐Zell‐Subpopulationen  exprimiert wird. Aktivierte  CD8+  CTL 
sezernieren  zudem  (nach Kontakt  zu  ihrer Zielzelle) das Apoptose‐induzierende Enzym Granzym B. 
Die  Antigen‐abhängige  Freisetzung  des  Granzym  B  Proteins  ist  daher  ein  Marker  für  die 
Funktionalität aktivierter zytotoxischer T‐Zellen. Durch eine Nachweisreaktion dieses Proteins kann 
somit  direkt  zwischen  CD4+‐T‐Helferzellen  und  den  Granzym  B‐produzierenden  CD8+  CTL 
unterschieden werden. 
Das Hauptziel der vorliegenden Dissertation war daher die Etablierung eines ELISPOT‐Verfahren zur 
Detektion  von  equinem Granzym B, um  in  einem direkten Nachweis  aktivierte CTL detektieren  zu 
können. 
Die einzigen bis zu diesem Zeitpunkt  isolierten und charakterisierten Zytokine des  Immunsystem  in 
Equiden  sind eqIFN‐γ  (Gutmann et al., 2005) und die equine Mastzellprotease‐I  (Pemberton et al., 
2001). Die eqGrzmB‐cDNA‐Sequenz war nicht bekannt. Ein Ziel der Arbeit war es, die eqGrzmB‐cDNA 
zu  identifizieren  und  zu  charakterisieren.  Hierzu  sollte  zunächst  die  cDNA‐Sequenz  isoliert  und 
anschließend durch phylogenetische Untersuchungen gezeigt werden, dass es sich um ein Mitglied 
der Granzym B‐Familie  handelt.  Zusätzlich  sollte  die Granzym B‐spezifische Aktivität  des  isolierten 
cDNA‐Genproduktes  nachgewiesen  werden.  Um  die  für  den  ELISPOT  benötigten  Antikörper 
herzustellen, wurden Versuchstiere mit  equinem Granzym B  immunisiert  (Protein‐  (GST‐eqGrzmB‐
Fusionsprotein) und DNA‐  (eqGrzmB‐cDNA)  Immunisierungsexperimente), um  sowohl monoklonale 
Antikörper,  als  auch  ein polyklonales Antiserum  für die  ELISPOT‐Nachweisreaktion bereitzustellen. 
Die  gewonnenen  Antikörper  sollten  anschließend  auf  ihre  Eignung  für  das 
ELISPOT‐Nachweisverfahren  hin  evaluiert  werden.  Durch  die  Bereitstellung  eines 
T‐Zellnachweisverfahren zur Detektion zellulärer Immunantworten  in Equiden sollte die Möglichkeit 
geschaffen werden equine Sarkoide als Modellsystem zur Etablierung neuer Vakzinierungsstrategien 
zu nutzen.   
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Als  ein  vielversprechender  Ansatz  für  die  Immuntherapie  equiner  Sarkoide  gelten  BPV 1  L1/E7 
chimäre Virus‐ähnliche Partikel. Es konnte gezeigt werden, dass BPV 1 L1/E7 CVLP  in der Lage sind 
BPV1‐spezifische  zelluläre  Immunantworten  in  Mäusen  zu  induzieren  (Piuko,  2004).  Zusätzlich 
konnte  in  einer  prä‐klinischen  Studie  die  Verträglichkeit  des  Impfstoffes  in  Pferden  und  die 
Immunogenität  in  Bezug  auf  humorale  Immunantworten  demonstriert werden  (Mattil‐Fritz  et  al., 
2007).  In  einem  weiteren  Schritt  muss  nun  die  klinische  Effizienz  de  Vakzins  in  einer 
Placebo‐kontrollierten  Immunisierungsstudie  validiert  werden.  In  einer  Immunisierungsstudie  der 
Universität Glasgow  (Arbeitsgruppe  S.  Campo  /Studienplanung und  ‐durchführung) wurden hierzu 
Sarkoid‐tragende  Esel mit  dem  BPV 1  L1/E7  CVLP‐Vakzin  immunisiert  und  die  Tumorentwicklung 
behandelter Tiere analysiert. Zusätzlich wurden immunologische Parameter (Analyse der humoralen 
Immunantwort) bestimmt und ausgewertet. Für dieses Projekt sollte  im Rahmen einer Kooperation 
das  BPV 1  L1/E7  CVLP‐Vakzin  zur  Verfügung  gestellt  werden.  Zusätzlich  sollten  die  Seren 
immunisierter  Tiere  in  Bezug  auf  humorale  Immunantworten  (L1‐,  E7‐spezifische 
Antikörperinduktion; Neutralisationspotential induzierter L1‐Antikörper) untersucht werden.  
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E. Material und Methoden 
E.1 Material 
E.1.1 Molekularbiologische Materialien 
E.1.1.1 Plasmide 
E.1.1.1.1 Originalvektoren 
pcDNA3.1(+)        Invitrogen, Groningen, Niederlande 
pGEX4T2        GE Healthcare, Uppsala, Schweden 
pBlueskript II KS(+)      Stratagene, La Jolla, USA 
pUF3          Zolotukhin et al., 1996 
pCR TOPO TA2.1/Blunt      Invitrogen, Groningen, Niederlande 
pDISPLAY        Invitrogen, Groningen, Niederlande 
 
E.1.1.1.2 Expressionsvektoren 
pcDNA4 / purbeta 16 URR    pcDNA4,  kodiert  für  β‐Laktamase, β‐Galaktosidase              
(#150)          Puromycinresistenz; enthält HPV 16 URR 
 
pCR TOPO2.1 / wt eqGrzmB    pCR TOPO2.1 Vektor, enthält wt eqGrzmB‐cDNA  
(#1387)         PCR‐Produkt / Amp, Kan 
 
pCR TOPO2.1 / ΔDP eqGrzmB    pCR TOPO2.1 Vektor, enthält ΔDP eqGrzmB‐cDNA 
(#1388)         PCR‐Produkt; Mutation des Aktivierungs‐Dipeptid 
          (p.G19R; p.E20D / Matrize #1387) / Amp, Kan 
 
pCR TOPO2.1 / wt huGrzmB    pCR TOPO2.1 Vektor, enthält huGrzmB PCR‐Fragment 
PCR‐Fragment 1      5’‐Ende: PasI‐Restriktionsstelle (Matrize #1477) / Amp, Kan 
(#1508) 
 
pCR TOPO2.1 / wt huGrzmB    pCR TOPO2.1 Vektor, enthält huGrzmB PCR‐Fragment 
PCR‐Fragment 2      3’‐Ende: Bsu36I‐ + XhoI‐Restriktionsstelle (Matrize #1477)  
(#1509)         Amp, Kan 
 
pBK‐CMV / ΔSP eqGrzmB    eqGrzmB‐cDNA in pBK‐CMV (NotI, XbaI; aus #1387) 
(#1420)         Signalpeptid deletiert / Kan 
 
pcDNA3.1(+) / Tetanus Toxin    pcDNA3.1(+), enthält Tetanus Toxin Fragment C 
Fragment C        (HindIII, NotI) / Amp 
(#1380)  (freundlicherweise zur Verfügung gestellt von 
Dr. F. Stevenson, University of Southhampton, England) 
 
pcDNA3.1(+) / Tetanus Toxin    Deletion Stop‐Codon #1380, Fragment C in pcDNA3.1(+) 
Fragment C ΔStop‐Codon    EcoRI, NotI / Amp 
(#1403)    
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pcDNA3.1(+) / ΔSP eqGrzmB‐    Vektor #1403, enthält ΔSP eqGrzmB ? Fusion mit Tetanus 
Tetanus Toxin Fragment C Fusion  Toxin Fragment C (NotI, XbaI aus #1420) / Amp 
(#1421)          
 
pcDNA3.1(+) / wt eqGrzmB    pcDNA3.1(+) Vektor (NotI, XbaI), enthält wt eqGrzmB‐cDNA 
(#1450)         aus #1387 (NotI, SpeI) / Amp 
 
pcDNA3.1(+) / ΔDP eqGrzmB    pcDNA3.1(+) Vektor (NotI, XbaI), enthält ΔDP eqGrzmB 
(#1451)         aus #1388 (NotI, SpeI) / Amp 
 
pcDNA3.1(+) / ΔDP eqGrzmB‐    Vektor #1451, eqGrzmB‐cDNA mit Mutation p.H64A 
cDNA „active site mutant 1“    (AS an katalytischer Domäne) / Amp 
(#1489) 
 
pcDNA3.1(+) / ΔDP eqGrzmB‐    Vektor #1451, eqGrzmB‐cDNA mit Mutation p.D108A 
cDNA „active site mutant 2“    (AS an katalytischer Domäne) / Amp 
(#1494) 
 
pcDNA3.1(+) / ΔDP eqGrzmB‐    Vektor #1451, eqGrzmB‐CDNA mit Mutation p.S203A  
cDNA „active site mutant 3“    (AS an katalytischer Domäne) / Amp 
(#1506) 
 
pcDNA3.1(+) / wt huGrzmB    Vektor #1451 (PasI,Bsu36I,XhoI), enthält huGrzmB‐CDNA aus  
(#1510)         #1508 und #1509; zwei Schritt‐Klonierung / Amp 
 
pcDNA3.1(+) / ΔDP huGrzmB  Vektor #1510, ΔDP huGrzmB‐cDNA Mut. des Aktivierungs‐ 
(#1547)  Dipeptid (p.G19R; p.E20D / template #1510) / Amp 
         
pPIC9 / wt huGrzmB      Hefeexpressionsvektor, enthält wt huGrzmB‐cDNA 
(#1477)  Amp (freundlicherweise zur Verfügung gestellt von 
Dr. Benjamin Dälken, Georg‐Speyer Haus, Frankfurt) 
 
pDISPLAY / wt eqGrzmB    pDISPLAY‐Vektor, enthält ΔSP eqGrzmB‐Konstrukt 
(#1713)         (AccI, XmaI aus #1420) / Amp 
 
pGEX4T2 / wt eqGrzmB     pGEX4T2, enthält wt eqGrzmB‐cDNA (EcoRI, XhoI aus #1387) 
(#1395)         Amp 
 
pGEX4T2 / ΔSP eqGrzmB    pGEX4T2, enthält ΔSP eqGrzmB (SmaI, XhoI aus #1420) 
(#1442)         Amp 
 
pVL1392 / wt eqGrzmB     pVL1392, enthält wt eqGrzmB (NotI, SpeI aus #1387) 
(#1457)         Amp 
 
pVL1392 / ΔDP eqGrzmB    pVL1392, enthält ΔDP eqGrzmB (NotI, SpeI aus #1388) 
(#1458)         Amp 
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E.1.1.2 Virusstöcke und PV­Pseudovirionen 
#49          Bakulovirus Wild‐typ 
 
#216  rekombinantes Bakulovirus zur Produktion von BPV 1 L1 VLP, 
kodiert für BPV 1 L1 Protein 
 
A222          rekombinantes Bakulovirus zur Produktion von BPV 1 L1/E7 
          CVLP, kodiert für BPV 1 L1ΔC34/E7 AS 1 ‐ 54 Fusionsprotein 
 
A396  rekombinantes Bakulovirus zur Produktion von wt eqGrzmB 
 
A397  rekombinantes Bakulovirus zur Produktion von ΔDP eqGrzmB 
 
BPV 1 L1/L2 PsV  freundlicherweise zur Verfügung gestellt von 
Dr. Martin Müller, DKFZ, Heidelberg 
 
EHV‐1  Equines Herpesvirus Typ 1 (freundlicherweise zur Verfügung 
gestellt von Intervet, Deutschland) 
 
E.1.1.3 Oligonukleotidprimer 
E.1.1.3.1 Klonierung eqGrzmB‐cDNA 
SMART‐RACE 
3’‐CDS 
5’‐AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTA C(T)30VN‐3’ 
 
5’‐CDS 
5’‐(T)25VN‐3’ (N=A,C,G ; V=A,G,C) 
 
Universal‐Primer kurz 
5’‐CTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG C‐3’ 
 
Universal‐Primer lang 
5’‐CTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG CAA GCA GTG GTA TCA ACG CAG AGT‐3’ 
 
SMART Oligo 
5’‐AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTA CGC GGG‐3’ 
 
5’‐RACE Primer eqGrzmB I 
5’‐GTG TGT GAG TGT TTT CCC AGG GGG CC‐3’ 
 
5’‐RACE Primer eqGrzmB II 
5’‐ATG C(G/A)G CCA CTC CTG CTT (T/C)TG‐3’ 
 
3`‐RACE Primer eqGrzmB I 
5‘‐GGG GCC CAC AAC ATC AAA GAA CAG GAG‐3‘ 
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RT‐PCR 
RT‐PCR 3’‐Ende Primer 
5’‐CCA GAG AAG ATA GGC TGA TTC‐3’ 
 
RT‐PCR 5’‐Ende Primer 
5’‐GGC (A/G)GC CTT CC(A/G) GGG AAG ATG‐3’ 
 
E.1.1.3.2 Modifikationen eqGrzmB‐cDNA 
Aktivierungs‐Dipeptid‐Mutation wt eqGrzmB‐cDNA Vorwärts‐Primer 
5’‐CTG TCC CCT GGG ACA GAG GCA ATC ATC GGA GGA CAT GAG GC‐3’ 
 
Aktivierungs‐Dipeptid‐Mutation wt eqGrzmB Rückwärts‐Primer 
5’‐GCC TCA TGT CCT CCG ATG ATT GCC TCT GTC CCA GGG GAC AG‐3’ 
 
Mutation „active site” H64A Vorwärts‐Primer 
5’‐CTT TGT TCT GAC AGC TGC TGC CTG CTG GGG AAG CTC TTT C‐3’ 
 
Mutation „active site” H64A Rückwärts‐Primer 
5’‐GAA AGA GCT TCC CCA GCA GGC AGC AGC TGT CAG AAC AAA G‐3’ 
 
Mutation „active site” D108A Vorwärts‐Primer 
5’‐CCC TAA GAA CTA CTC CAA CGC CAT CAT GTT ACT AAA GCT GG‐3’ 
 
Mutation „active site” D108A Rückwärts‐Primer 
5’‐CCA GCT TTA GTA ACA TGA TGG CGT TGG AGT AGT TCT TAG GG‐3’ 
 
Mutation „active site” S203A Vorwärts‐Primer 
5’‐CCT TTA AGG GGG ACG CCG GGG GCC CTC TTG‐3’ 
 
Mutation „active site” S203A Rückwärts‐Primer 
5’‐CAA GAG GGC CCC CGG CGT CCC CCT TAA AGG‐3’ 
 
E.1.1.3.3 Klonierung Tetanus Toxin Fragment C in pcDNA3.1(+) 
Primer A: 5’‐Ende TetToxFragC EcoRI‐Restriktionsschnittstelle 
5‘‐GCT TTC AAC AAC CTG GAC AG‐3‘ 
 
Primer B: 3’‐Ende TetToxFragC ΔStop‐Codon und NotI‐Restriktionsschnittstelle 
5’‐CTC GAG CGG CCG CGA CGT CGT TGG TC‐3’ 
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E.1.1.3.4 Klonierung eqGrzmB‐TetToxFragC‐Fusionsgen 
Primer C: 5’‐Ende ΔDP eqGrzmB‐cDNA NotI‐Restriktionsschnittstelle 
5‘‐TTT TGC GGC CGC TAT GAT CGG AGG ACA TGA GG‐3‘ 
 
Primer D: 3´‐Ende ΔDP eqGrzmB‐cDNA XbaI‐Restriktionsschnittstelle 
5‘‐TTT TTC TAG ATT CTC CCA GTT AGA GGC TTT TC‐3‘ 
 
E.1.1.3.5 Klonierung huGrzmB‐cDNA in pcDNA3.1(+) 
Primer 1: 5‘‐Ende Klonierungsschritt A PasI‐Restriktionsschnittstelle 
5‘‐CTG TCC CCT GGG ACA GAG GCA CGG GAT ATC ATC GGG GGA CAT GAG GCC AAG CCC‐3‘ 
 
Primer 2: 3‘‐Ende Klonierungsschritt A PasI‐Restriktionsschnittstelle 
5‘‐TTT TCC CTG GGC ACA CTG CAT GTC TGC CCT GGC TTC‐3‘ 
 
Primer 3: 5‘‐Ende Klonierungsschritt B Bsu36, XhoI‐Restriktionsschnittstelle 
5‘‐CAA CGA CAT CAT GCT ACT GCA GCT GGA GAG‐3‘ 
 
Primer 4: 3‘‐Ende Klonierungsschritt B Bsu36, XhoI‐Restriktionsschnittstelle 
5‘‐TTT TCT CGA GCT AGT AGC GTT TCA TGG TTT TCT TTA TCC AGT G‐3’ 
 
E.1.1.3.6 Modifikation huGrzmB‐cDNA 
Aktivierungs‐Dipeptid‐Mutation wt huGrzmB‐cDNA Vorwärts‐Primer 
5’‐CCT GGG ACA GAG GCA ATC ATC GGG GGA CAT G‐3’ 
 
Aktivierungs‐Dipeptid‐Mutation wt huGrzmB‐cDNA Rückwärts‐Primer 
5’‐CAT GTC CCC CGA TGA TTG CCT CTG TCC CAG G‐3’ 
 
 
E.1.2 Biologische Materialien 
E.1.2.1 Bakterienstämme 
E.coli DH5α 
Genotyp:      supE4 ΔlacU169 (Φ80 lacZΔM15) hsdR17 (rk
‐mk
‐) 
recA1 endA1 gyrA96 thi‐1 relA1 deoR 
 
E.coli TOP10 
Genotyp:  F'[lacIq  Tn10(tetR)]  mcrA  Δ(mrr‐hsdRMS‐mcrBC)  φ80lacZΔM15 
ΔlacX74  deoR  nupG  recA1  araD139  Δ(ara‐leu)7697  galU  galK 
rpsL(StrR) endA1 λ‐  
 
E.coli BL21(DE3) 
Genotyp:      F– ompT gal dcm lon hsdSB(rB
‐ mB
‐) λ(DE3 [lacI lacUV5‐T7 
gene 1 ind1 sam7 nin5]) 
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E.coli RosettaTM(DE3)pLysS   
Genotyp:  F‐  ompT  hsdSB(RB
‐ mB
‐)  gal  dcm  λ(DE3  [lacI  lacUV5‐T7  gene  1  ind1 
sam7 nin5]) pLysSRARE (CamR) 
 
E.coli XL10‐Gold 
Genotyp:  endA1 glnV44 recA1 thi‐1 gyrA96 relA1 lac Hte Δ(mcrA)183 Δ(mcrCB‐
hsdSMR‐mrr)173 tetR F'[proAB lacIqZΔM15 Tn10(TetR Amy Tn5(KanR)] 
 
E.1.2.2 Insektenzellen 
TN H5 (Trichoplusion ni)  wurden in der vorliegenden Arbeit u.a. zur Produktion von 
Virus‐ähnlichen Partikeln verwendet. 
 
Sf9 (Spodoptera frugiperda)  wurden in der vorliegenden Arbeit u.a. zur Produktion von 
Bakulovirusstöcken und zur Virustitration verwendet. 
 
E.1.2.3 Eukaryotische Zelllinien 
293T  humane  embryonale  Nierenzelllinie,  transformiert  mit  E1A/B  von 
Adenovirus 5, stabile Expression des großen T‐Antigens von SV40. 
 
293TT  siehe 293T, zusätzlich wurde ein weiteres SV40 T‐Antigen stabil 
transfiziert um effizientere Proteinexpressionsraten zu erreichen 
 
SP2/0  Maus‐Myelomzelllinie, keine Antikörperproduktion, HAT sensitiv 
 
ED Equine Hautfibroblasten 
 
NKL        humane NK‐Zellen 
 
Diverse Hybridomzelllinien zur Produktion monoklonaler Antikörper 
 
E.1.2.4 Versuchstiere 
C57bl/6 Mäuse (6 ‐ 8 Wochen alt, weiblich) und BALB/c Mäuse (6 ‐ 8 Wochen alt, weiblich) wurden in 
den  Protein‐  und  DNA‐Immunisierungsexperimenten  verwendet.  Kaninchen  (12  Wochen  alt, 
weiblich) wurden zur Gewinnung von Antiseren verwendet. Die Tiere wurden von der Firma Charles 
River WIGA bezogen und für die Dauer der Experimente im Zentralen Tierlabor des DKFZ gehalten.  
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E.1.2.5 Antikörper 
E.1.2.5.1 Primärantikörper 
Bezeichnung  Spezifität Spezies Referenz 
D4  Unb. Bakulovirusprot. 
(Detekt. inf. Sf9/H5) 
Maus Dr. M. Müller, DKFZ, 
Heidelberg 
XIXG7  eqGrzmB Maus Kapitel F.2 
8D8  eqGrzmB Maus Kapitel F.2 
JG#1  GST Maus Dr. M. Müller, DKFZ, 
Heidelberg 
3.6...  BPV 1 L1 Maus Dr. M. Müller, DKFZ, 
Heidelberg 
2D10  BPV 1 E7 Maus Dr. M. Müller, DKFZ, 
Heidelberg 
Serum #80  eqGrzmB Kaninchen Kapitel F.2 
Serum #10  BPV 1 L1/E7 CVLP Kaninchen Dr. M. Müller, DKFZ, 
Heidelberg 
 
E.1.2.5.2 Sekundärantikörper 
Gampo       Ziege α‐Maus HRP‐gekoppelt; Dianova, Hamburg 
Garpo        Ziege α‐Kaninchen HRP‐gekoppelt; Dianova ,Hamburg 
Alexa 594      Ziege α‐Maus Alexa594 gekoppelt; Molecular Probes, Eugene, USA 
Alexa 488      Ziege α‐Kaninchen Alexa488 gekopp.; Molecular Probes, Eugene, USA  
 
 
 
E.1.3 Aufreinigung und Manipulation von Nukleinsäuren 
E.1.3.1 Plasmid­DNA­Präparation 
Glukose‐Puffer      50  mM  Glukose 
        25  mM  Tris 
        10  mM  EDTA 
        in H2O, pH 8,0 (12 M HCl Zugabe) 
 
Alkali‐Puffer      0,2  M  NaOH 
        1  %  SDS 
        in H2O 
 
NaAc‐Puffer      3  M  Natriumacetat 
in H2O, pH 3,5 (1 M NaOH Zugabe) 
 
LiCl‐Puffer      5  M  Lithiumchlorid in H2O 
        in H2O 
 
Phenol*      Phenol‐CIA Gemisch 1:1 
        100 µg 8‐Hydroxyquinolin pro 350 ml Lösung 
 
CIA        Chloroform‐Isoamylalkohol Gemisch 24:1 
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TE‐Puffer      10  mM  Tris 
        1  mM  EDTA 
        in H2O, pH 8,0 (12 M HCl) 
 
Butanol‐TE      Butanol, TE‐Puffer gesättigt 
 
E.1.3.2 Agarosegel­Elektrophorese 
TAE‐Laufpuffer (1x)    0,04  M  Tris 
        5,71  %  Essigsäure (v/v) 
        10  %  0,5 M EDTA, pH 8,0 (v/v) 
        in H2O 
 
DNA‐Probenpuffer (6x)   50  %  Saccharose (w/v) 
        0,12  %  SDS (w/v) 
        0,15  %  Bromphenolblau (w/v) 
        in H2O 
 
1 % Ethidiumbromidlösung (10 mg/ml)    Roth, Karlsruhe 
 
Lamba‐DNA/HindIII Größenmarker    New England Biolabs, Schwalbach 
100bp DNA ladder Plus Größenmarker    MBI Fermentas, St. Leon Roth 
 
E.1.3.3 Gesamt­RNA Isolierung 
Lysepuffer 2      4  M  Guanidinium‐Isothiocyanat 
        25  mM  Natrium‐Citrat, pH 7,0 
        0,5  %  Sarkosyl (N‐Lauroylsarcosine‐Na‐Salz) 
        0,1  M  β‐Mercaptoenthanol (kurz vor Gebrauch zugefügt) 
        in H2O 
 
NaAc‐Puffer      2  M  Natriumacetat 
        in H2O, pH 4,0 (1 M NaOH) 
 
CIA        Chloroform‐Isoamylalkohol‐Gemisch 49:1 
 
E.1.3.4 SMART­RACE 
SMARTTM RACE cDNA amplification Kit    Becton Dickinson Clontech, Franklin Lakes, USA 
 
E.1.3.5 in vitro Mutagenese 
QuickChange® Site‐directed mutagenesis Kit  Stratagene, La Jolla, USA 
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E.1.3.6 TOPO­Klonierung 
TOPO TA Cloning Kit        Invitrogen, Paisley, UK 
TOPO Zero Blunt Cloning Kit      Invitrogen, Paisley, UK 
 
E.1.3.7 DNA­Sequenzierung 
Die DNA‐Sequenzierung wurde durch die Firma GATC‐Biotech, Konstanz durchgeführt. 
 
E.1.4 Aufreinigung und Manipulation von Proteinen 
PBS (1x)      140  mM  NaCl 
        2,7  mM  KCl 
        8,1  mM  Na2HPO4 
        1,5  mM  KH2PO4 
        in H2O; pH 7,4 
 
E.1.4.1 Aufreinigung von Antikörpern aus Zellkulturüberstand 
Protein G Gamma Bind Plus Sepharose    Amersham Pharmacia, Uppsala, Schweden 
Probensäule, Plastik        Qiagen, Hilden 
 
Elutionspuffer      0,1  M  Glyzin 
        in H2O, pH 3,0 
 
Regenerationslösung    1  M  Essigsäure, pH 2,5 
 
E.1.4.2 Isotypisierung und Biotinylierung von Antikörpern 
IsoStrip, MAB Isotyping Kit      Roche, Mannheim 
 
EZ‐Link® Solid Phase Biotinylation Kit    Pierce, Rockford, USA 
 
 
E.1.4.3 Produktion von virus­ähnlichen Partikeln 
Extraktionspuffer    5  mM  MgCl2 
        10  mM  CaCl2 
        150  mM  NaCl 
        0,01  %  Trition X 100 
        20  mM  Hepes, pH 7,4 
        1  mM  PMSF 
        in H2O 
 
Cäsiumchloridlösung    4,7  g  CsCl in 8 ml Extraktionspuffer 
 
Saccharoselösung    40  %  Saccharose in Extraktionspuffer 
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E.1.4.4 Aufreinigung von GST­Fusionsproteinen 
Extraktionspuffer IV    20  mM  Hepes, pH 7,2 
        200  mM  Kaliumacetat 
        2  mM  Magnesiumacetat 
        0,5  %  Tween®20 
        1  mM  DTT 
        1  mM  PMSF 
        in H2O 
 
Elutionspuffer      10  mM  Glutathion, reduziert 
        in 50 mM Tris, pH 8,0 
 
Regenerationspuffer A    0,1  M  Tris 
        0.5  M  NaCl 
        in H2O, pH 8,5 (1 M HCL Zugabe) 
 
Regenerationspuffer B    0,1  M  NaAc 
        0,5  M  NaCl 
        in H2O, pH 4,5 (1 M HCl Zugabe) 
 
GSTrap FF Säule 1 ml        Amersham Pharmacia, Uppsala, Schweden 
 
E.1.4.5 Granzym B Aktivitätsnachweis 
Lysepuffer      50  mM  Tris, pH 8,0 
        1  %  Triton X‐100 
        in H2O 
 
GrzmB‐Reaktionspuffer   0,1  M  Hepes, pH 7,0 
        0,3  M  NaCl 
        1  mM  EDTA 
        300  µM  Granzym B Substrat 
        in H2O 
 
Chym‐Reaktionspuffer    50  mM  Tris, pH 8,0 
        150  mM  NaCl 
        1  mM  Chymotrypsin Substrat 
        in H2O 
 
Granzym B Substrat        Calbiochem, Darmstadt 
Granzym B Inhibitor I und II      Calbiochem, Darmstadt 
Chymotrypsin + Substrat      Calbiochem, Darmstadt 
Chymotrypsin Inhibitor       Calbiochem, Darmstadt  
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E.1.4.6 SDS­PAGE 
TGS‐Laufpuffer   (1x)    25  mM  Tris‐HCl 
        1,45  %  Glycin 
        0,1  %  SDS 
        in H2O 
 
3x Proteinprobenpuffer  188  mM  Tris‐HCl, pH 6,8 
        6  %  SDS 
        30  %  Glyzerin (w/v) 
        15  %  β‐Mercaptoethanol 
        0,03  %  Bromphenolblau 
        in H2O 
 
Tris‐Puffer pH 6.8    1  M  Tris 
        0,03  %  Bromphenolblau 
in H2O, pH 6,8 (1 M HCl Zugabe) 
 
Tris‐Puffer pH 8.8    1  M  Tris 
        in H2O, pH 8,8 (1 M HCl Zugabe) 
 
Zusammensetzung PAA‐Gele: 
Sammelgel      1  ml  Acrylamidlösung, 30 % 
        1,25  ml  Tris‐Puffer, pH 6,8 
        7,5  ml  H2O 
        300  µl  10 % SDS 
        300  µl  10 % APS 
        15  µl  TEMED 
 
Trenngel (12,5 %)    12,5  ml  Acrylamidlösung, 30 % 
        11,25  ml  Tris‐Puffer, pH 8,8 
        5,65  ml  H2O 
        300  µl  10 % SDS 
        300  µl  10 % APS 
        15  µl  TEMED 
 
30 % Acrylamidlösung, gebrauchsfertig    Applichem, Darmstadt 
APS            Sigma, Deisenhofen 
TEMED           Sigma, Deisenhofen 
Coomassie Färbelösung GelCode®    Pierce, Rockford, USA 
Proteingrößenmarker, vorgefärbt    Peqlab, Erlangen 
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E.1.4.7 Western blot und Immunfloureszenz 
EMBL‐Puffer      40  mM  1 M Tris, pH 10,4 
        39  mM  Glyzin 
        1,3  mM  SDS 
        20  %  Methanol 
        in H2O 
 
WB‐Blockpuffer    5  %  Magermilchpulver 
        0,3  %  Tween®20 
        in 1x PBS 
 
IF‐Blockpuffer      3  %  Magermilchpulver 
        0,3  %  Tween®20 
        in 1x PBS 
 
ECL‐Detektionslösung        Applichem, Darmstadt 
Nitrozellulose (0,2 µm / 0,05 µm), Protran  Schleicher & Schüll. Dassel 
3M Whatman Filterpapier      Schleicher & Schüll, Dassel 
HyperfilmTM ECL Röntgenfilm      Amersham Pharmacia, Uppsala, Schweden 
DAPI            Sigma, Deisenhofen 
 
E.1.4.8 ELISA (GST / Sandwich) 
Coating‐Puffer (GST)    50  mM  Na2CO3 (1 Volumenanteil) 
        50  mM  NaHCO3 (4 Volumenanteile) 
        in H2O, pH 9,6 
 
Glutathion‐Casein  10 µg/ml Stocklösung;  freundlicherweise  zur Verfügung gestellt von 
Dr. Sabine Gutmann 
 
Blockpuffer 1 (Sandwich)  3  %  Magermilchpulver 
        0,3  %  Tween®20 
        in 1x PBS 
 
Blockpuffer 2 (GST)    0,2  %  Casein 
        0,05  %  Tween®20 
        in 1x PBS 
 
Waschpuffer      0,3  %  Tween®20 
        in 1x PBS 
 
ELISA‐Puffer      100  mM  Natriumacetat 
        50  mM  NaH2PO4 
        in H2O, pH 4,2 (Zugabe von 10 % Essigsäure) 
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Substratlösung      9,5  ml  ELISA‐Puffer 
        0,5  ml  ABTS (10 mg/ml) 
        4  µl  H2O2 (30 % wässrige Lösung) 
 
ABTS            Sigma, Deisenhofen 
96‐Loch‐ELISA‐Platten        Greiner, Frickenhausen 
 
E.1.4.9  GrzmB­ELISPOT 
Blockpuffer:      50  %  H‐Milch (1,5 % Fett) 
        50  %  1x PBS 
 
Waschpuffer       0,3  %  Tween®20 
        in 1x PBS 
 
Acetatpuffer      148  ml  0,2 M Essigsäure 
        352  ml  0,2 M Natrimacetat 
        ad 1 l H20 (pH 5,0) 
 
AEC‐Stocklösung    100  mg  AEC 
        in 10  ml  DMF 
 
AEC‐Substratlösung    333  µl  AEC‐Stocklösung 
        5  µl  30 % H2O2 
        ad 10 ml Acetatpuffer; filtrieren (0,45 µm Filter) 
 
MultiScreenTM‐IP 96‐Loch Filter Platten    Millipore, Eschborn 
BCIP/NBT‐ready‐to‐use        Sigma, Deisenhofen 
Streptavidin‐AKP        Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA 
Streptavidin‐Poly‐HRP        Sigma, Deisenhofen 
Pokeweed Mitogen        Sigma, Deisenhofen 
PHA‐L  (1 mg/ml in H2O)      Roche, Mannheim  
 
E.1.4.10 Neutralisations­Test 
SEAP Reporter Kit        Roche, Mannheim 
96‐Loch‐LIA‐Platte        Greiner    
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E.1.5 Kulturmedien und –Lösungen 
E.1.5.1 Kultur von Bakterien 
LB‐Medium      10  g  Trypton 
        5  g  Hefeextrakt 
        5  g  NaCl 
        ad  1 l  H2O, pH 7,5 (1 M NaOH‐Zugabe) 
 
LB‐Agarplatten      1,5  %  Bacto‐Agar (w/v) in LB‐Medium 
 
NZY+ Medium      10  g  NZ Amin (Casein Hydrolysat) 
        5  g  Hefeextrakt 
        5  g  NaCl 
        ad  1 l  H2O, pH 7,5 (1 M NaOH‐Zugabe) 
        Zugabe nach Autoklavieren: 
        12,5  ml  1 M MgCl2 
        12,5  ml  1 M MgSO4 
        20  ml  20 % Glukose (w/v) 
 
Medienzusätze     Kanamycin  50 µg/ml Medium 
        Ampicillin   100 µg/ml Medium 
 
E.1.5.2 Kultur von Insektenzellen 
ExCell 405 Mediumpulver      JRH Biosciences, USA 
        0,35  g/l  NaHCO3 
in 1 l H2O gelöst, pH 6,15 (Zugabe von 1 M KOH) 
        100  U/ml  Penicillin/Streptomycin 
        2  mM  L‐Glutamin 
 
TNM‐Insektenzellmedium  TNM‐FH   Invitrogen, Groningen, Niederlande 
10  %  FCS 
        2  mM  L‐Glutamin 
        100  U/ml  Penicillin, Streptomycin 
        ad 1 l H2O, pH 6,01 (Zugabe von 1 M KOH) 
 
E.1.5.3 Kultur eukaryotischer Zellen 
Gibco® RPMI, D‐MEM        Invitrogen, Groningen, Niederlande 
Gibco® Opti‐MEM®, phenolrot‐frei    Invitrogen, Groningen, Niederlande 
Penicillin, Streptomycin       Life Technologies, Karlsruhe 
FCS (hitzeinaktiviert: 56°C/60 min)    PAA, Pasching, Österreich 
0,25 % Trypsin‐EDTA‐Lösung      Life Technologies, Karlsruhe 
HAT Medium Zugabe        Sigma, Deisenhofen 
HFCS (50x)          Roche, Mannheim 
Trypanblau          Fluka, Neu‐Ulm 
Ficoll Paque PLUS        Amersham Pharmacia, Uppsala, Schweden 
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Ionomycin Calciumsalz        Sigma, Deisenhofen 
PMA            Sigma, Deisenhofen 
Monensin          Sigma, Deisenhofen 
Heparin Natrium        aus der Apotheke 
Geneticin G418 (100 mg/ml)      Invitrogen, Groningen, Niederlande 
 
Zusammensetzung der kompletten Medien 
 
RPMI        10  %  FCS (v/v), hitzeinaktiviert 
        100  U/ml  Penicillin, Streptomycin 
 
D‐MEM       10  %  FCS (v/v), hitzeinaktiviert 
        100  U/ml  Penicillin, Streptomycin 
 
Kryokonservierungsmedium  60  %  komplettes Medium (D‐MEM oder RPMI) 
        30  %  FCS (v/v), hitzeinaktiviert 
        10  %  DMSO 
 
Hybridomzellmedium    10  %  FCS (v/v), hitzeinaktiviert 
        100  U/ml  Penicillin, Streptomycin 
        1  ml  HCFS (50x) 
        in RPMI 
E.1.5.4 Transfektion eukaryotischer Zellen 
Polyfect® Transfektionsreagenz     Qiagen, Hilden 
Klonierungsplättchen, Cloning Disc    Sigma, Deisenhofen 
Polyethylenimin (PEI)‐Lösung      200 µg/ml in H20 
 
E.1.5.5 Herstellung von Hybridomzelllinien 
HAT‐Medium      45  ml  FCS (v/v), hitzeinaktiviert 
        100  U/ml  Penicillin, Streptomycin 
        600  µl  HFCS 
        6  ml  HAT (gelöst in 10 ml RPMI) 
        1  ml  1 M Hepes, pH 7,4 (steril) 
        2  µl  98 % β‐Mercaptoethanol (v/v) 
        ad 300  ml  RPMI  
 
50 % Polyethylenglykollösung (PEG) 2000  Sigma, Deisenhofen 
 
 
E.1.6 Chemikalien 
Chemikalien  wurden  in  p.A.  Qualität  von  den  Firmen  Applichem  (Darmstadt),  Sigma  Aldrich 
(Deisenhofen),  Serva  (Heidelberg),  Life  Technologies  (Karlsruhe),  Merck  (Darmstadt),  Roth 
(Karlsruhe), Riedel de Haen (Seelze, Niederlande), Fluka (Neu‐Ulm) und Gerbu (Gaiberg) bezogen. 
 
  
Material und Methoden  37 
E.1.7 Enzyme und molekularbiologische Materialien 
Alkalische Phosphatase (CIAP)      Fermentas, Deisenkirchen 
Benzonase          Roche, Mannheim 
Bradford‐Reagenz        BioRad, München 
BSA (100x Lösung)        New England Biolabs, Schwalbach 
Cardiotoxin (aus Naja nigircollis; 1 mg/16 ml)  Latoxan, Valence, Frankreich 
Desoxyribonuklease (DNaseI) und Puffer  Invitrogen, Paisley, UK 
dNTP‐Mix (2,5 mM je Nukleotid)    Roche, Mannheim 
EDTA‐Lösung (25 mM)        Roth, Karlsruhe 
Freund Adjuvans (komplett + inkomplett)  Sigma, Deisenhofen 
IPTG            Sigma, Deisenhofen 
Lysozym (20 µg/ml in 1x PBS)      Sigma, Deisenhofen 
MgCl2‐Lösung (25 mM)        Roth, Karlsruhe 
Oligo(dT)18‐Primer (0,5 µg/µl)      Fermentas, St. Leon Roth 
PhusionTM High‐Fidelity DNA‐Polymerase  Finnzymes, Espoo, Finnland 
und Puffer   
PNGaseF und Puffer        New England Biolabs, Schwalbach 
Quick‐Ligase und Puffer (2x)      New England Biolabs, Schwalbach 
Restriktionsendonukleasen und Puffer    New England Biolabs, Schwalbach 
Revert AidTM M‐MuLV Reverse Transkriptase  Fermentas, St. Leon Roth 
Ribonukleaseinhibitor        Fermentas, St. Leon Roth 
RNaseA (1 mg/ml in H2O)      Roche, Mannheim 
T4‐Ligase und Puffer (5x)      Life Technologies, Karlsruhe 
Tunicamycin          Sigma, Deisenhofen 
 
E.1.8 Verbrauchsmaterialien 
Bottle Top Filter 500 ml, 0,22 µm    Corning, Costar 
Deckgläschen (Ø 12 mm)      DKFZ Lagermaterial 
Dialyseschlauch (diverse Größen)    Roth, Karlsruhe 
Edelstahlnetze          DKFZ, Heidelberg 
Einwegpipetten, steril        Greiner, Frickenhausen 
Elektroporationsküvetten; 0,4 cm    Invitrogen, Groningen, Niederlande 
FACS‐Röhrchen         Greiner, Frickenhausen 
Eindeckmedium für IF Fluoprep     bioMérieux, Marcy l´Etoile, Frankreich 
Isofluran          CuraMed, Karlsruhe 
Kanülen (versch. Größen)      BD Microlance, Franklin Lakes, USA 
Kryokonservierungsröhrchen      Roth, Karlsruhe 
Objektträger          Lagenbrinck, Teningen 
Parafilm M          Greiner, Frickenhausen 
Pipettenspitzen        Greiner, Frickenhausen 
Reaktionsgefäße (1,5 ml und 2,0 ml)    Eppendorf, Hamburg 
Reaktionsgefäße (15 ml und 50 ml)    Greiner, Frickenhausen 
RNase‐freies H2O        DKFZ, Lagermaterial 
Spritzen (versch. Größen)      Codan Medical Aps, Rödby, Dänemark 
Sterilfilter, Zelluloseacetat (0,2‐0,45 µm)  Renner, Dannstadt 
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Ultrazentrifugenröhrchen, PA 6 ml    Sorvall, Newton, USA 
Zellkulturplatten (6‐, 12‐, 24‐, 48‐, 96‐Loch)  Greiner, Frickenhausen 
Zellkulturschalen und ‐flaschen     Greiner, Frickenhausen 
Zentrifugenröhrchen (50 / 500 ml)    Nunc, Wiesbaden 
 
E.1.9 Geräteliste 
Agarosegel‐Elektrophoresekammer    Roth, Karlsruhe 
Agarosegel‐Gießkammer      Roth, Karlsruhe 
Bakterieninkubator, Certomat H    Braun, Melsungen 
Branson Sonifer 450A        Heinemann Labortechnik, Schwäbisch‐Gmünd    
Elektroporationsapparatur E.coli Pulser   BioRad, München 
Elektroporationsapparatur Gene Pulser®  BioRad, München 
Elektrotransfer Blotapparatur semi‐dry    BioRad, München 
ELISPOT‐Lesegerät        AID, Strassberg 
Entwicklermaschine Agfa Curix 60    Agfa, München 
Eppendorf Tischkühlzentrifuge 5417R    Eppendorf, Hamburg 
Fluoreszenz Mikroskop Leitz DM RBE    Leica, Heidelberg 
French press (Emulsi Flex‐C5)      AVESTIN, Kanada 
GeneAmp PCR System 2400      Perkin Elmer, Norwalk, USA 
IEC Micromax CF (Tischkühlzentrifuge)    Thermoquest, Egelsbach 
Inversionsmikroskop für Zellkultur, Wilorat S  Hund, Wetzlar 
Kamera (Geldokumentation) EASY429K   Herolab, Wiesloch 
Kühl‐ und Gefrierschränke      Bosch Labotect, Göttingen 
Laborwaage MC1        Sartorius, Göttingen 
Magnetrührer RCT basic      Janke & Kunkel, Staufen 
Mehrkanalpipette, automatisch    Biozym Scientific, Hess. Oldendorf 
Mehrkanalpipette, manuell      Dunn Labortechnik, Asbach 
Mikrowellengerät        Samsung, Seoul, Korea 
Multilabel Counter 1420 Victor3    Perkin Elmer, Norwalk, USA 
Multiplate Reader Multiskan EX    Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA 
Neubauer‐Zählkammer       Precicolor HBG, Gießen 
pH‐Meter          Knick, Berlin 
Pipettierhilfen, manuell      Gilson, Middleton, USA 
Pipettierhilfen Pipetboy      Integra Bioscience, Fernwald 
Polyacrylamidgel‐Elektrophoresekammer  Hoefer, San Francisco, USA 
Rotoren: Sorvall GS‐3, GSA, SA600, SS34  DuPont, Bad Nauheim 
Sepatec Biofuge pico (Tischzentrifuge)    Heraeus, Hanau 
Sorvall RC5C (Kühlzentrifuge)      DuPont, Bad Nauheim 
Stickstofftank Cronos Biosafe      Messer Griesheim, Griesheim 
Tattoo‐Gerät Rotary Masterliner 12000AL  Bortech Tattoogroßhandel, Wuppertal 
Tattoowiernadel Liner 5er      Bortech, Tattoogroßhandel, Wuppertal  
Thermomixer 5436        Eppendorf, Hamburg 
Transilluminatoren        M&S Laborgeräte, Wiesloch 
Varifuge RF (Kühlzentrifuge)      Heraeus, Hanau 
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Wasserbäder          Grant Instruments, Cambridge, UK 
Ultrazentrifuge Discovery 90 SE     Sorvall, Newton, USA         
Zellkulturinkubatoren CO2 Auto Zero    Heraeus, Hanau 
 
E.1.10 Software 
Adobe Acrobat ab v5.0        Adobe Inc., Kalifornien, USA 
Adobe Photoshop CS2        Adobe Inc., Kalifornien, USA 
AID EliSpot Software        AID, Strassberg 
AMAS (Analyse Multiply Aligned Sequences)  http://barton.ebi.ac.uk/servers/amas_server.html 
Analysis V3.2           Soft Imaging System GmbH, Münster 
Ascent Software for Multiskan      Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA 
BLAST‐search über Clonemanager     Scientific and Educational Software 
Clone Manager for Windows      Scientific and Educational Software 
Endnote X1          ISI Research Software, Berkeley, USA 
GBLOCKS          http://molevol.ibmb.csic.es/Gblocks_server/ 
Microsoft Office 2007 und ältere Versionen  Microsoft Corp., Redmont, USA 
Microsoft Windows XP        Microsoft Corp., Redmont, USA 
NetNGly 1.0 (Glykosylierung)      http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/ 
Phylogenie Software        DKFZ Heidelberg HUSAR Umgebung 
PHYLIP‐Software Paket        http:/evolution.genetics.washington.edu/phylip.html 
PubMed/Medline        NIH Software 
SigmaPlot 10.0          Systat Software, San Jose, USA       
SignalP 3.0 Server (Signalpeptid)    http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ 
SIMFIT v10.0          http://www.simfit.man.ac.uk 
Wallac 1420 Workstation      Perkin Elmer, Norwalk, USA 
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E.2 Methoden 
E.2.1 Manipulation von Nukleinsäuren 
E.2.1.1 Plasmid­DNA Präparation nach Birnboim­Doly im kleinen Maßstab 
In  einem  1,5 ml  Eppendorfreaktionsgefäß  wurden  1,5 ml  einer  Bakterienübernachtkultur  für 
30 Sekunden bei 13.000 upm sedimentiert. Das durch die Zentrifugation gewonnene Bakterienpellet 
wurde  in  100 µl  Glukosepuffer  (E.1.3.1)  resuspendiert  und  für  5 Minuten  unter  Schütteln  bei  RT 
inkubiert. Zur Lyse der Bakterien wurde nach Zugabe von 200 µl Alkalipuffer (E.1.3.1) für 10 Minuten 
bei  0°C  inkubiert,  anschließend  erfolgte die  Zugabe  von  150 µl Na‐Acetatpuffer  (E.1.3.1) und  eine 
Inkubation  bei  0°C  für weitere  10 Minuten. Nach  Zugabe  von  450 µl  Phenol*  (E.1.3.1) wurde  die 
Probe für 10 Minuten unter kräftigem Schütteln inkubiert und anschließend für 5 Minuten bei 13.000 
upm  zentrifugiert.  Die  wässrige  Oberphase  wurde  in  ein  neues  1,5 ml  Eppendorfreaktionsgefäß 
transferiert  und  mit  450 µl  Isopropanol  versetzt.  Zur  Fällung  der  DNA  wurde  die  Probe  für 
30 Minuten bei 0°C  zentrifugiert  (13.000 upm). Der entstandene Niederschlag wurde  zunächst mit 
70 %  Ethanol  und  anschließend  mit  100 %  Ethanol  gewaschen.  Hierzu  wurde  nach  jedem 
Waschschritt für 5 Minuten bei 13.000 upm zentrifugiert. Abschließend wurde das DNA‐Pellet an der 
Luft  getrocknet  und  schließlich  in  50 µl H20  oder  TE‐Puffer  (E.1.3.1)  aufgenommen.  Zur  Lagerung 
wurde die Plasmid‐DNA bei ‐20°C tiefgefroren. 
 
E.2.1.2 Plasmid­DNA Präparation nach der Cäsiumchlorid­
Gleichgewichtsdichtegradienten­Zentrifugation im großen Maßstab 
Es  wurde  eine  300 ml  Bakterienübernachtkultur  angelegt  und,  wie  unter  E.2.2.1  beschrieben, 
kultiviert. Zur Sedimentation der Bakterien wurde  für 10 Minuten bei 5.000 upm zentrifugiert. Das 
erhaltene Bakterienpellet wurde in 6 ml Glukosepuffer (E.1.3.1) resuspendiert und nach Zugabe von 
50 µl Lysozym (E.1.7)  in ein SS34‐Zentrifugenröhrchen überführt. Nach fünfminütiger Inkubation bei 
RT  erfolgte  die  Zugabe  von  12 ml  Alkalipuffer  (E.1.3.1).  Durch  mehrfaches  Invertieren  des 
Zentrifugenröhrchens wurde gemischt, anschließend wurde für 10 Minuten auf Eis bei 0°C inkubiert. 
Dem Ansatz wurden anschließend 9 ml Na‐Acetatpuffer (E.1.3.1) zugefügt und weiterhin bei 0°C für 
10 Minuten  inkubiert.  Das  Bakterienlysat  wurde  schließlich  für  60 Minuten  bei  18.000  upm 
zentrifugiert und der Überstand  in ein 50 ml Reaktionsgefäß  transferiert. Es wurden 20 µl RNaseA 
(E.1.7)  zugefügt  und  bei  37°C  für  10 Minuten  inkubiert.  Danach  wurde  das  gleiche  Volumen 
Isopropanol zugegeben und die DNA durch Zentrifugation (30 Minuten; 5.000 upm) sedimentiert, das 
entstandene  Pellet wurde  in  4 ml  TE‐Puffer  (E.1.3.1)  aufgenommen.  Zur  Fällung  der  in  der  Probe 
enthaltenen  RNA  wurden  4 ml Lithiumchloridpuffer  (E.1.3.1)  zugegeben,  für  30 Minuten  bei  0°C 
inkubiert  und  anschließend  bei  5.000 upm  10 Minuten  zentrifugiert.  Der  Überstand wurde  in  ein 
neues 50 ml Reaktionsgefäß transferiert. Durch Zugabe von 2,5 Volumeneinheiten 100 % Ethanol und 
einer  30‐minütigen  Zentrifugation  bei  0°C  und  5.000 upm  wurde  die  DNA  ausgefällt.  Das 
luftgetrocknete  DNA‐Pellet  wurde  in  3,5 ml  TE‐Puffer  resuspendiert.  Für  die 
Gleichgewichtsdichtegradienten‐Zentrifugation  wurden  zunächst  4,4 g  Cäsiumchlorid  abgewogen 
und  in  der  DNA‐Lösung  aufgelöst.  Nach  Transfer  in  ein  Ultrazentrifugenröhrchen  wurden 
300 µl Ethidiumbromid  (E.1.3.2)  zugegeben.  Durch  Zugabe  von  TE‐Puffer  wurde  das  Röhrchen 
komplett  aufgefüllt  und  tariert.  Nach  Verschließen  der  Röhrchen wurde  die  Probe  gemischt  und 
anschließend  für mindestens 16 Stunden bei 55.000 upm und 20°C zentrifugiert. Nach Beendigung 
der Zentrifugation wurden die CsCl‐Dichtegradienten mittels UV‐Licht (360 nm) analysiert. 
  
Material und Methoden  41 
Die  untere  der  beiden  DNA‐Banden  (Plasmid‐DNA)  wurde  mit  Hilfe  einer  0,3 mm  Kanüle 
abgenommen  und  mit  dem  fünffachen  Volumen  an  TE‐Puffer  versetzt.  Durch  mehrmaliges 
Ausschütteln mit je 2 ml TE‐gesättigtem Butanol wurde das Ethidiumbromid aus der Lösung entfernt. 
Ethidiumbromid befindet  sich nach Zugabe von Butanol  in der organischen Phase und  kann  somit 
nach  erfolgter  Phasentrennung  leicht  abgenommen  werden.  Nach  vollständiger  Entfernung  des 
Ethidiumbromids wurde die Lösung mit 2,5 Volumeneinheiten Ethanol versetzt und die DNA durch 
eine 30‐minütige Zentrifugation bei 0°C und 6.000 upm gefällt. Nach Lufttrocknen des entstandenen 
Präzipitats wurde die DNA in 1 ml TE‐Puffer aufgenommen und bei ‐20°C gelagert. 
 
E.2.1.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 
Zur Bestimmung der Konzentration und der Reinheit von Nukleinsäuren wurde die Absorption (Abs.) 
einer Nukleinsäurelösung photometrisch bei 260‐,  respektive 280 nm, bestimmt. Hierzu wurde die 
Nukleinsäurelösung  zunächst  1:100  verdünnt,  in  eine  Quarzküvette  (d  =  10 mm)  gefüllt  und 
anschließend die Extinktion bei den oben genannten Wellenlängen mittels eines UV‐Spektrometers 
vermessen.  Als  Referenzwert  wurde  der  Exstinktionswert  des  Lösungsmittels  herangezogen.  Zur 
Ermittlung der Konzentration wurden nach der Messung folgende Berechnungen durchgeführt: 
 
dsDNA: c = Abs260 x Verdünnungsfaktor x 50 µg/ml 
ssRNA: c = Abs260 x Verdünnungsfaktor x 40 µg/ml 
 
Zur  Bestimmung  der  Reinheit  der  Nukleinsäurelösung  wurde  der  Quotient  zwischen  den 
Exstinktionswerten Abs260 und Abs280 gebildet. Der erhaltene Wert sollte >2 sein. 
 
E.2.1.4 Horizontale Agarose­Gelelektrophorese 
Aufgrund  der,  durch  die  Phosphatgruppen  bedingten,  negativen  Ladung  bewegen  sich 
Nukleinsäuremoleküle innerhalb eines elektrischen Feldes in Richtung der Anode. Durch das in einem 
Agarosegel  gebildete  Molekülgitternetz  können  sich  kleinere  Moleküle  schneller  bewegen  als 
größere, daher kommt es zu einer Auftrennung in Abhängigkeit zur Größe der Nukleinsäuremoleküle. 
Somit  ist  es  möglich  Nukleinsäuren  mittels  der  horizontalen  Agarose‐Gelelektrophorese 
entsprechend  ihrer  Größe  aufzutrennen.  Durch  die  Interkalation  von  Ethidiumbromid  in 
Nukleinsäuren können diese nach der Auftrennung sichtbar gemacht und präpariert werden. 
Zur  Herstellung  eines  1 %  Agarosegeles  wurde  1 g  Agarose  in  100 ml TAE‐Puffer  (E.1.3.2)  durch 
Erhitzen auf 100°C gelöst. Das beim Aufkochen verdampfte Flüssigkeitsvolumen wurde anschließend 
durch Zugabe von Wasser ersetzt. Nachdem die Agaroselösung auf < 60°C abgekühlt war, erfolgte die 
Zugabe  von  5 µl  Ethidiumbromidlösung  (E.1.3.2),  anschließend  wurde  die  Agaroselösung 
luftblasenfrei in eine Gelgießkammer mit Kamm (Taschenanzahl nach Bedarf) gefüllt. Nach Erstarren 
der  Agaroselösung  wurde  das  fertige  Agarosegel  in  eine  Laufkammer  überführt,  welche  mit 
TAE‐Puffer aufgefüllt wurde. 
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E.2.1.5 Präparation von DNA­Fragmenten aus Agarosegelen 
Nach  erfolgter  elektrophoretischer  Auftrennung  des  zu  isolierenden  DNA‐Fragments,  wurde  das 
Agarosegel unter  langwelligem UV‐Licht  (366 nm)  analysiert. Die  zu  isolierende DNA‐Bande wurde 
mit  Hilfe  eines  Skalpells  ausgeschnitten  und  in  ein  vorbereitetes  1,5 ml  Eppendorfreaktionsgefäß 
transferiert.  In das Reaktionsgefäß wurde  zuvor mit  einer 0,3 mm Kanüle  ein  kleines  Loch  in den 
Boden  gestochen und  es wurde  zur Hälfte mit  silanisierter Glaswolle  gefüllt. Das  ausgeschnittene 
Agarosestück wurde für 10 Minuten bei  ‐70°C  im Reaktionsgefäß gefroren und anschließend bei RT 
mit 8.000 upm durch die Glaswolle zentrifugiert. Die freiwerdende nukleinsäurehaltige Lösung wurde 
in einem zweiten 2,0 ml Eppendorfreaktionsgefäß aufgefangen. Anschließend wurde die DNA mittels 
Phenolischer‐Extraktion  (E.2.1.8)  und  darauffolgender  Ethanol‐Präzipitation  (E.2.1.9)  weiter 
gereinigt. 
 
E.2.1.6 Restriktionsverdau von Plasmid­DNA 
Bei den in der Arbeit durchgeführten Reaktionen wurde jeweils das unten stehende Pipettierschema 
angewendet.  Der  Reaktionspuffer  wurde  hierbei  für  die  jeweilige  Restriktionsendonuklease 
entsprechend den Herstellerangaben ausgewählt. Wurden zwei Restriktionsenzyme  innerhalb einer 
Reaktion  verwendet,  wurde  der  Reaktionspuffer  so  gewählt,  dass  beide  Enzyme  noch mit  einer 
möglichst optimalen Effizienz arbeiten  konnten. War dies nicht möglich wurde alternativ  zunächst 
mit  Enzym  A  und  anschließend  mit  Enzym  B  ein  Verdau  mit  dem  jeweils  benötigten  Puffern 
durchgeführt.  Zwischen  den  beiden  Reaktionen  wurde  die  DNA  durch  eine  Ethanol‐Präzipitation 
(E.2.1.9) gefällt und anschließend in H2O (20 ‐ 50 µl) aufgenommen. Der jeweilige Restriktionsverdau 
wurde für mindestens 2 h bei 37°C inkubiert, bei größeren DNA‐Mengen erfolgte die Inkubation über 
Nacht.  
Pipettierschema 
1  µg  Plasmid‐DNA 
2  µl  10x Reaktionspuffer 
  0,2  µl  BSA 
1  µl  Restriktionsenzym A [10 ‐ 20 u] 
bei zwei Restriktionsenzymen 
1  µl  Restriktionsenzym B [10 ‐ 20 u] 
ad 20  µl  H2O 
Zur  Durchführung  von  Restriktionsanalysen  isolierter  Plasmid‐DNA  nach  der  Birnboim  und  Doly 
Methode (E.2.1.1) wurde jedem Reaktionsansatz noch 0,2 µl RNaseA (E.1.7) zugefügt, die H2O‐Menge 
wurde dementsprechend reduziert. 
 
E.2.1.7 Dephosphorylierung von Vektor­Plasmid­DNA­Fragmenten 
Durch die Behandlung von gespaltener Vektor‐DNA mit alkalischer Phosphatase  (CIAP) wurden die 
Phosphatgruppen an den 5‘‐Enden entfernt. Hierdurch wird verhindert, dass  in der anschließenden 
Ligation (E.2.1.10) die Vektor‐DNA durch Re‐Ligation wieder zirkuliert wird, ohne die zu inserierenden 
Plasmid‐DNA  (Fragment)  aufgenommen  zu  haben.  Aufgrund  der  Dephosphorylierung  der 
Vektor‐DNA  ist es der Ligase somit nur noch möglich, die Phosphatgruppen der Fragmente mit den 
freien 3’‐OH‐Gruppen der Vektor DNA in der Ligation zu verbinden. 
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Zur Dephosphorylierung wurde der gespaltenen Vektor‐DNA 1/10 Volumen CIAP (E.1.7) zugefügt und 
für  15 Minuten  bei  37°C  inkubiert.  Zur  anschließenden,  vollständigen  Entfernung  der  alkalischen 
Phosphatase wurde eine Phenolische‐Extraktion  (E.2.1.8) mit darauffolgender Ethanol‐Präzipitation 
(E.2.1.9) durchgeführt. 
 
E.2.1.8 Phenolische­Extraktion 
Mit  Hilfe  der  phenolischen  Extraktion  ist  es  möglich,  Enzyme,  welche  zur  Modifikation  von 
Nukleinsäuren eingesetzt wurden, wieder aus der Nukleinsäurelösung zu entfernen. 
Hierzu wurde die Nukleinsäurelösung mit dem gleichen Volumen Phenol* (E.1.3.1) versetzt und für 
5 min  auf  einem  Schüttler  gemischt.  Nach  Zentrifugation  für  5 min  bei  13.000 upm  wurde  die 
nukleinsäurehaltige wässrige Oberphase  in  ein  neues  Eppendorfreaktionsgefäß  überführt  und mit 
dem gleichen Volumen CIA  (E.1.3.1) vermischt und ebenfalls  für 5 min geschüttelt. Nach erneutem 
Zentrifugieren  (s.o.) wurde die wässrige Oberphase abgenommen und mittels Ethanol‐Präzipitation 
(E.2.1.9) die DNA gewonnen. 
 
E.2.1.9 Ethanol­Präzipitation von Nukleinsäuren 
Um DNA in Lösung zu präzipitieren, wurde dieser 1/10 Volumeneinheit Na‐Acetatpuffer (E.1.3.1) und 
2 Volumeneinheiten Ethanol abs. zugefügt. Anschließend wurde die Lösung  für 30 Minuten bei 0°C 
und 13.000 upm  zentrifugiert, wodurch die DNA präzipitiert wurde. Der entstandene Niederschlag 
wurde  zunächst  mit  75 %,  anschließend  mit  100 %  Ethanol  abs.  gewaschen  und  schließlich 
luftgetrocknet. Die Aufnahme des DNA‐Präzipitates erfolgte in 20 ‐ 50 µl TE‐Puffer oder Wasser. 
 
E.2.1.10 Ligation 
Durch Restriktionsverdau behandelte DNA‐Fragmente können mittels der Ligation in einen ebenfalls 
mit  Restriktionsendonukleasen  geschnittenen  Plasmid‐DNA‐Vektor  integriert  werden.  In  der 
vorliegenden Arbeit wurden  zwei  Ligationsverfahren angewendet, welche  in den unten  stehenden 
Abschnitten  beschrieben  werden.  Zum  einen  wurde  die  „klassische“‐Methode  angewendet,  zum 
anderen wurde eine sogenannte Quick‐Ligation durchgeführt. 
E.2.1.10.1 Klassische Ligation 
Pipettierschema 
50   ng  restriktionsverdauter und dephosphorylierter Plasmid‐DNA‐Vektor  
250  ng  Insert‐DNA‐Fragment  
4    µl  5x Ligasepuffer (E.1.7) 
2    µl  Ligase (E.1.7) 
ad 20  µl   H2O 
Der  Ansatz wurde  über  Nacht  bei  15°C  inkubiert.  Zur  Transformation  (E.2.2.4)  der  kompetenten 
Bakterien durch Elektroporation wurden 1 ‐ 2 µl des Ligationsansatzes eingesetzt. 
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E.2.1.10.2 Quick‐Ligation 
Pipettierschema 
50   ng  restriktionsverdauter und dephosphorylierter Plasmid‐DNA‐Vektor  
250  ng  Insert‐DNA‐Fragment 
10   µl  2x Ligasepuffer (E.1.7) 
1    µl   Quick‐Ligase (E.1.7)  
Der Ansatz wurde  für 5 Minuten bei Raumtemperatur  inkubiert, anschließend wurden 1  ‐ 2 µl des 
Ligationsansatzes direkt für die Transformation (E.2.2.4) eingesetzt. 
 
E.2.1.11 Isolation von Gesamt­RNA aus eukaryotischen Zellen 
4x106 Zellen wurden zunächst wie unter E.2.3.1 beschrieben geerntet, oder im Fall von PBMCs durch 
Zentrifugation  pelletiert  (5 min,  1.900  upm).  Das  entstandene  Zellpellet wurde  zweimal mit  5 ml 
1x PBS  (E.1.4)  gewaschen  und  letztlich  in  100 µl  1x PBS  resuspendiert.  Durch  Zugabe  von  5 ml 
Lysepuffer 2 (E.1.3.3) und Inkubation für 30 Sekunden bei Raumtemperatur wurden die Zellen lysiert. 
Nacheinander wurden dann  in der nachstehenden Reihenfolge 5 ml Phenol, 1 ml CIA  (E.1.3.3) und 
0,5 ml 2 M Natriumacetat (E.1.3.3) zugefügt und durch kräftiges Schütteln für 10 Sekunden gemischt. 
Es folgte eine 15‐minütige  Inkubation bei 0°C mit anschließender Zentrifugation für 30 Minuten bei 
4°C und 5.000 upm. Nach der Zentrifugation wurde die RNA‐haltige, wässrige Oberphase in ein neues 
15 ml Reaktionsgefäß  transferiert und die RNA durch Zugabe von 7 ml  Isopropanol und  Inkubation 
über  Nacht  bei  ‐20°C  präzipitiert.  Am  Folgetag  wurde  die  Probe  für  30 Minuten  bei  4°C  und 
5.000 upm  zentrifugiert.  Dem  entstandenen  Pellet  wurde  500 µl  Lysepuffer  2  zugefügt  und  zum 
Resuspendieren  für  10 Minuten  auf  Eis  inkubiert.  Anschließend  wurden  die  500 µl  in  ein 
Eppendorfreaktionsgefäß  transferiert, 500 µl  Isopropanol  zur erneuten Fällung der RNA  zugegeben 
und  für 2 h bei  ‐20°C  inkubiert. Daran  schloss  sich eine Zentrifugation  für 30 Minuten bei 4°C und 
13.000 upm an. Das Pellet wurde abschließend mit 70 % Ethanol gewaschen, um Salze zu entfernen. 
Danach wurde das Pellet für 30 Minuten luftgetrocknet und schließlich in 50 µl RNase‐freiem Wasser 
(E.1.8) aufgenommen. Bis zur weiteren Verwendung wurde die RNA bei ‐70°C gelagert. 
Alle  hier  beschriebenen  Arbeiten  wurden  auf  einer  zuvor  mit  70 %  Ethanol  gereinigten 
Laborarbeitsbank durchgeführt. Zudem wurden sterile Laborhandschuhe getragen, welche zusätzlich 
desinfiziert wurden. Alle verwendeten Puffer wurden mit RNase‐freiem Wasser angefertigt und alle 
Pipettierschritte mit RNase‐freien Filtertipps oder Einwegpipetten durchgeführt. 
 
E.2.1.12 Reverse Transkription 
Um  die  in  der  vorliegenden  Arbeit  beschrieben  cDNA‐Sequenz  des  equinen  Granzym  B‐Gens  zu 
isolieren, wurde eine Reverse Transkription mit anschließender PCR durchgeführt.  
Hierzu wurde  zunächst  die  zuvor  isolierte Gesamt‐RNA  (E.2.1.11)  aus  equinen  PBMCs mit DNaseI 
(E.1.7)  verdaut,  um  eventuell  mitaufgereinigte,  genomische  DNA  zu  entfernen.  Hierzu  wurde 
folgende Reaktion durchgeführt. 
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Pipettierschema 
  1 ‐ 2  µg  Gesamt‐RNA 
  1  µl  DNaseI (E.1.7) 
  1  µl  10x DNaseI‐Reaktionspuffer (E.1.7) 
  ad 10  µl  H2O 
Der Reaktionsansatz wurde bei Raumtemperatur für 15 Minuten inkubiert, bevor die Reaktion durch 
Zugabe  von  1 µl  25 mM  EDTA  und  einer  Inkubation  für  10 Minuten  bei  65°C  gestoppt  wurde. 
Anschließend  wurde  die  Reverse  Transkription  nach  dem  unten  stehendem  Schema  mit  dem 
RevertAid Kit (E.1.7) durchgeführt. 
 
Pipettierschema 
  5  µl  Gesamt‐RNA (nach DNase I Verdau) 
  3  µl  Oligo(dT)15‐Primer (0,5 µg/µl) 
  3  µl  2,5 mM dNTP‐Mix 
  1  µl  Ribonukleaseinhibitor (20 U/µl) 
  4  µl  5x Reaktionspuffer 
  ad 50  µl   H2O 
Anschließend  wurde  1 µl  der  Reversen  Transkriptase  zu  dem  Reaktionsansatz  zugefügt  und  für 
15 Minuten bei 48°C inkubiert. Die gewonnene cDNA wurde bei ‐20°C bis zur weiteren Verwendung 
gelagert oder direkt in der nachfolgenden PCR‐Reaktion (E.2.1.13) eingesetzt. 
 
E.2.1.13 Polymerase­Ketten­Reaktion (PCR) 
In der  vorliegenden Arbeit wurde die PCR‐Reaktion  zur Amplifikation  von  cDNA  aus der Reversen 
Transkription (E.2.1.12) eingesetzt. Hierzu wurde eine DNA‐Polymerase mit „Korrekturlesefunktion“ 
(E.1.7 / Phusion) verwendet. Die verwendeten Oligionukleotidprimer sind unter E.1.1.3 zu finden. Der 
Reaktionsansatz wurde nach folgendem Schema pipettiert. 
Pipettierschema 
5    µl  10x Reaktionspuffer 
4    µl  2,5 mM dNTP‐Mix 
1,5  µl  25 mM MgCl2 
5    µl  Primer 1 (50 ‐ 100 pmol/µl) 
5    µl  Primer 2 (50 ‐ 100 pmol/µl) 
10   µl  cDNA (10 ‐ 250 ng) 
1    µl  PhusionTM High‐Fidelity DNA‐Polymerase (E.1.7) 
ad 50  µl  H2O 
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Nach Mischen  der  Probe  und  anschließendem  kurzen  Zentrifugieren  bei  13.000 upm  erfolgte  die 
PCR‐Reaktion nach folgendem Schema: 
1 Zyklus 
94°C    5 Minuten  Denaturierung 
28 Zyklen 
94°C    30 Sekunden  Denaturierung 
62°C    50 Sekunden  Hybridisierung 
72°C     30 Sekunden  DNA‐Synthese 
1 Zyklus 
72°C    5 Minuten   DNA‐Synthese 
4°C    10 Minuten bis 16 Stunden 
Zur  Kontrolle  der  Amplifikation  wurden  5 µl  des  PCR‐Ansatzes  mit  Hilfe  der 
Agarosegelelektrophorese  (E.2.1.14)  analysiert.  Der  PCR‐Ansatz  wurde  anschließend  mittels 
TOPO‐Klonierung (E.2.1.18) weiterverarbeitet und sequenziert. 
 
E.2.1.14 SMART­RACE 
SMART (Switching Mechanism At 5’ end of RNA Transcript) ‐ RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) 
ermöglicht  die  Klonierung  des  5’‐  und  3’‐  Endes  von  cDNA‐Sequenzen.  Die  SMART‐Technologie 
ermöglicht die Synthese von Volllänge‐cDNA‐Sequenzen  in einer Reversen Transkription (Zhu et al., 
2001). In den auf die Reverse Transkription folgenden 5’‐ und 3’‐ RACE‐PCR Reaktionen  ist es somit 
möglich,  jeweils die Enden der cDNA zu amplifizieren und zu klonieren.  In der vorliegenden Arbeit 
wurde ein SMART‐RACE Kit (E.1.3.4) nach den Herstellerangaben verwendet. Weitere Informationen 
und Detailangaben finden sich auch unter www.bdbiosciences.com. 
  
E.2.1.15 SMART­cDNA Synthese 
Zur  Herstellung  der  sogenannten  first‐strand  cDNA wurde wie  folgt  vorgegangen:  In  zwei  0,5 ml 
Eppendorfreaktionsgefäßen wurden nach dem unten  stehendem Pipettierschema  zwei Reaktionen 
angesetzt:  a)  Synthese  der  sogenannten  5’‐RACE‐Ready  cDNA;  b)  Synthese  der  sogenannten 
3’‐RACE‐Ready cDNA. 
Pipettierschema 
a)  3  µl  Gesamt‐RNA Probe (nach DNase I Verdau; siehe E.2.1.12) 
  1  µl  5’‐CDS Primer (12 µM) 
  1  µl  BD SMARTTM II A Oligonukleotid (12 µM) 
 
b)  3  µl  Gesamt‐RNA Probe (nach DNase I Verdau; siehe E.2.1.12) 
  1  µl  3’‐CDS Primer A (12 µM) 
  ad 5  µl  H2O 
Beide Reaktionen wurden gut gemischt und bei 70°C für 2 Minuten  inkubiert. Anschließend wurden 
die beiden Proben  für 2 Minuten  auf  Eis  gekühlt.  Im Anschluss daran wurde  kurz bei 13.000 upm 
zentrifugiert. Danach wurde jeder der Proben die folgenden Bestandteile zugefügt. 
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Pipettierschema 
  2  µl  5x Reaktionspuffer 
  1  µl  DTT (20 mM) 
  1  µl  dNTP‐Mix (je Nukleotid 10 mM) 
  1  µl  Reverse Transkriptase 
Die Proben wurden durch Pipettieren vorsichtig gemischt und anschließend bei 42°C für 1,5 Stunden 
in  einem  Thermocycler  inkubiert. Der  Probe wurden  abschließend 20 µl  Tris‐EDTA‐Puffer  zugefügt 
und  für  7 Minuten  bei  72°C  inkubiert.  Die  cDNA‐Proben  wurden  entweder  direkt  in  der 
RACE‐PCR‐Reaktion eingesetzt oder bei ‐20°C gelagert. 
 
E.2.1.16 RACE­PCR 
Zunächst wurde die Puffermischung, welche für die PCR‐Reaktion benötigt wurde, angesetzt. 
Pipettierschema 
34,5  µl  H2O 
5    µl  10x RACE‐PCR‐Puffer 
1    µl  dNTP‐Mix (10 mM) 
1    µl  BD AdvantageTM 2 Polymerase‐Mix 
Die  Puffermischung  wurde  gut  gemischt  und  kurz  bei  13.000 upm  zentrifugiert.  In  der  unten 
stehenden Tabelle ist das Pipettierschema für sowohl die 5’‐ als auch die 3’‐ RACE‐PCR aufgeführt. 
  5’‐RACE  3’‐RACE  UPM alleine  GSP1 alleine  GSP2 alleine 
5’‐RACE‐cDNA  2,5 µl  ‐‐‐  2,5 µl / ‐‐‐  2,5 µl  ‐‐‐ 
3’‐RACE‐cDNA  ‐‐‐  2,5 µl  ‐‐‐ / 2,5 µl  ‐‐‐  2,5 µl 
UPM (10x)  5 µ  5 µl  5 µl  ‐‐‐  ‐‐‐ 
GSP1  (E.1.1.3.1 
/ 10 µM) 
1 µl  ‐‐‐  ‐‐‐  1 µl  ‐‐‐ 
GSP2  (E.1.1.3.1 
/ 10µM) 
‐‐‐  1 µl  ‐‐‐  ‐‐‐  1 µl 
H2O  ‐‐‐  ‐‐‐  1 µl  5 µl  5 µl 
Puffermischung  41,5 µl  41,5 µl  41,5 µl  41,5 µl  41,5 µl 
UPM:  Universeller  Primer  Mix;  GSP:  genspezifischer  Primer  (Anmerkungen  zur  Generierung  der 
genspezifischen Primer finden sich im Ergebnisteil unter F.1) 
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Die Reaktionen wurden in 0,5 ml PCR‐Reaktionsröhrchen angesetzt und die PCR unter den folgenden 
Konditionen durchgeführt: 
5 Zyklen 
  94°C  30 Sekunden 
  72°C  3 Minuten 
  5 Zyklen 
  94°C  30 Sekunden 
  70°C  30 Sekunden 
  72°C  3 Minuten 
  25 Zyklen 
  94°C  30 Sekunden 
  68°C  30 Sekunden 
  72°C  3 Minuten 
Die  PCR‐Proben  wurden  anschließend  mittels  horizontaler  Agarose‐Gelelektrophorese  (E.2.1.4) 
analysiert  und  nachfolgend  durch  TOPO‐Klonierung  (E.2.1.18)  in  einen  Klonierungsvektor 
eingebracht.  Nach  Transformation  (E.2.2.4)  von  Bakterien  und  darauffolgender  Plasmid‐DNA 
Präparation wurden die PCR‐Proben sequenziert (E.1.3.7).  
 
E.2.1.17 in vitro Mutagenese 
Mit  Hilfe  der  in  vitro  Mutagenese  ist  es  möglich,  gezielt  einzelne  Nukleotide  innerhalb  einer 
DNA‐Sequenz  auszutauschen.  In  der  vorliegenden  Arbeit  wurde  die  in  vitro  Mutagenese  zur 
gerichteten  Modifikation  der  isolierten  equinen  Granzym  B‐cDNA  eingesetzt.  Hierzu  wurde  ein 
kommerziell erhältliches Mutagenese‐Kit (E.1.3.5) verwendet. 
Zunächst wurden zwei sogenannte Mutagenese‐Primer generiert, welche die gewünschte Mutation 
tragen.  Die  flankierenden  Sequenzen  der  Mutationsstelle  bleiben  hierbei  komplementär  zur 
originalen cDNA. Die in der Arbeit eingesetzten Mutagenese‐Primer sind unter E.1.2.3.2/6 zu finden. 
Anschließend  wurde  die  Mutagenese‐Reaktion  wie  folgt  pipettiert.  Die  zuvor  hergestellte  cDNA 
(E.2.1.12) wurde hierbei in variierenden Konzentrationen eingesetzt. 
Pipettierschema 
5    µl  10x Reaktionspuffer 
x    µl  cDNA‐template (5 ‐ 50 ng) 
2,5  µl  125 ng Mutagenese‐Primer 1 
2,5  µl  125 ng Mutagenese‐Primer 2  
1    µl  dNTP‐Mix 
ad 49  µl  H2O 
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Zur  Reaktion  wurde  abschließend  1 µl  Pfu‐Turbo  DNA‐Polymerase  (2,5  U/µl)  zugefügt.  Die 
Mutagenesereaktion wurde unter folgenden Bedingungen durchgeführt: 
1 Zyklus 
95°C  30 Sekunden 
12 Zyklen 
95°C  30 Sekunden 
55°C  1 Minute 
68°C  6 Minuten 
Nach Beendigung der PCR‐Reaktion wurde die Probe für 2 Minuten auf Eis  inkubiert. Danach wurde 
1 µl  des  Restriktionsenzymes  Dpn  I  (10  U)  zugefügt  und  nach Mischen  für  eine  Stunde  bei  37°C 
inkubiert.  Durch  diesen  Schritt  wird  die  parentale  (methylierte),  nicht  mutierte  Plasmid‐DNA 
abgebaut. Es  schloss  sich die Transformation  (E.2.2.4) der mutierten Plasmid‐DNA  in Bakterien an. 
Hierzu wurden die im Kit enthaltenen Bakterien (E.1.2.1 / XL10‐Gold) verwendet. Nach Auftauen der 
Bakterien auf Eis wurden 50 µl der kompetenten Bakterien in ein vorgekühltes 15 ml Reaktionsgefäß 
transferiert.  1 µl  der  DpnI‐behandelten  DNA  zugegeben  und  für  30 Minuten  auf  Eis  inkubiert. 
Anschließend  wurde  die  Reaktion  für  45 Sekunden  in  einem  42°C  Wasserbad  inkubiert  und  im 
Anschluss für 2 Minuten auf Eis gekühlt. Zur Reaktion wurden danach 0,5 ml, auf 42°C vorgewärmtes, 
NZY+‐Medium (E.1.5.1) zugegeben und die Bakterien für 1 Stunde bei 37°C unter Schütteln inkubiert. 
250 µl des Transformationsansatzes wurden schließlich auf LB‐Agarplatten (E.1.5.1) ausgebracht und 
über Nacht bei 37°C  inkubiert. Zur Kontrolle der Mutagenesereaktion wurde die Plasmid‐DNA aus 
den Bakterien isoliert und sequenziert. 
 
E.2.1.18 TOPO­Klonierung 
Mit  Hilfe  der  TOPO‐Klonierung  (Shuman,  1994)  ist  es  möglich,  PCR‐Fragmente  direkt  in  einen 
Klonierungvektor  einzubringen.  Hierbei  entfallen  Ligationsreaktionen  nach  der  PCR‐Amplifikation, 
zudem werden keine PCR‐Primer mit  spezifischen Sequenzen  für nachfolgende Klonierungsschritte 
benötigt. Zur Klonierung der  in der Arbeit mittels PCR amplifizierten DNA‐Fragmente wurden  zwei 
unterschiedliche TOPO‐Klonierungsstrategien (E.1.3.6) verwendet.  
Zur  Klonierung  von  PCR‐Fragmenten  in  TOPO‐Vektoren  wurde  folgende  Reaktion  nach  unten 
stehendem Schema in einem 1,5 ml Eppendorfreaktionsgefäß pipettiert: 
Pipettierschema 
4    µl  PCR‐Produkt 
1    µl  TOPO‐Pufferlösung 
1    µl  TOPO‐Klonierungsvektor (TA oder Zero Blunt / E.1.3.6) 
Nach Mischen wurde die Reaktion für 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde 
die  Reaktion  auf  Eis  gehalten  und  direkt wie  unter  E.2.2.4  beschrieben  durch  Transformation  in 
E.coli‐Bakterien eingebracht.  
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E.2.1.19 Phylogenetische Analyse 
Zur  Bestimmung  der  phylogenetischen  Verwandtschaftsverhältnisse  der  isolierten  equinen 
Granzym B cDNA  (bzw. der zugehörigen Aminosäuresequenz) zu anderen Mitgliedern der Granzym 
Genfamilie  wurden  diverse  phylogenetische  Analysen  durchgeführt.  Die  hier  analysierten 
Proteinsequenzen  und  ihre  zugehörige  GenBank  Zugangsnummer  (Accessionnumber)  sind  in 
Tabelle 1  (F.1.3  /  S.  81)  aufgelistet  und  wurden  aus  der  PubMed‐Gendatenbank  bezogen 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?CMD=search&DB=nucleotide).  Alle  in  der 
vorliegenden  Arbeit  verwendeten  Algorithmen  wurden  in  der  DKFZ  HUSAR‐Bioinformatik 
Softwareumgebung  (E.1.10) angewendet.  Im  folgenden Abschnitt wird die Durchführung der  in der 
Arbeit angestellten phylogenetischen Analysen dargestellt. 
Zunächst wurden mit Hilfe der beiden Algorithmen T‐Coffee (Notredame et al., 2000) und CLUSTAL 
(Thompson  et  al.,  1994)  sogenannte  Sequenzabgleiche  (Alignment)  der  zu  analysierenden 
Proteinsequenzen  erstellt.  Um  eine  akkurate  Rekonstruktion  phylogenetischer 
Verwandtschaftsverhältnisse  zu  erstellen,  ist  es  notwendig,  dass  die  Analyse  auf  konservierten 
Positionen innerhalb des Protein‐Alignment beruht (Castresana, 2000). Aus diesem Grund wurden im 
nächsten  Schritt nicht  konservierte Bereiche und divergente Positionen des Protein‐Alignment mit 
Hilfe  der  GBLOCKS  Software  (EMBL  /  E.1.10)  durch  Anwendung  stringenter  Abgleichkonditionen 
eliminiert.  Im  folgenden Schritt wurden die phylogenetischen Verwandtschaftsverhältnisse, mittels 
des  PHYLIP‐Software  Pakets  (Phylogeny  Inference  Package  Version  3.5c  kostenlos  zur  Verfügung 
gestellt  von Dr.  Felsenstein  /  E.1.10),  durch  Anwendung  der  Algorithmen  PROTPARS  (sogenannte 
Parsimony‐Methode)  oder  PROTDIST  (Verwendung  sogenannter  Abstand  Matrizes;  distance 
matrices),  determiniert.  Die  hierdurch  gewonnenen  Matrizes  wurden  weiter  mit  der 
NEIGHBOR‐Software  (gleichzeitige, unabhängige Anwendung der Algorithmen Neighbor‐Joining  [NJ] 
und  Unweighted  Pair  Group  Method  with  Arithmetic  mean  by  clustering  [UPGMA])  sowie  dem 
FITCH‐Algorithmus  (Implementierung  der  Fitch  und  Margoliash  ‐  Kriterien  und  dem  additiven 
„Baum“‐Modell)  analysiert.  Um  statistische  Signifikanz  der  hierdurch  erzeugten  Ergebnisse  zu 
generieren, wurde mit dem Programm  SEQBOOT eine 1000 Zyklen umfassende Bootstrap‐Analyse 
durchgeführt.  Schließlich  wurden  die  phylogenetischen  Bäume  der  unterschiedlichen 
Sequenzabgleiche, welche mit  den  oben  genannten  Algorithmen weiter  analysiert wurden,  durch 
Anwendung der CONSENSE‐Software zu einem phylogenetischen Konsensus‐Baum zusammengefügt. 
Zusammengefasst:  Zwei  verschiedene  Sequenzabgleiche  (T‐Coffee  und  CLUSTAL)  wurden  mit 
insgesamt  vier  unterschiedlichen  phylogenetischen  Algorithmen  (Parsimony,  NJ,  UPGMA,  FITCH) 
analysiert,  wodurch  acht  voneinander  unabhängige  Abschätzungen  der  phylogenetischen 
Verwandtschaftsverhältnisse  generiert  wurden.  Diese  wurden  manuell  durch  Auswertung  der 
einzelnen  Resultate  zu  einer  finalen  phylogenetischen  Abschätzung  zusammengefasst, welche  im 
Ergebnisteil (Abbildung 12 / S. 83) dargestellt ist. 
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E.2.2 Kultivierung und Manipulation von Bakterien 
E.2.2.1 Kultivierung von Bakterien 
Die  in der Arbeit verwendeten E.coli‐Bakterienstämme  (E.1.2.1) wurden unter Schütteln  (200 upm) 
bei 37°C i.d.R. über Nacht inkubiert. LB‐Medium (E.1.5.1), dem je nach experimentellen Bedingungen 
eines der beiden Antibiotika Ampicillin oder Kanamycin  (E.1.5.1),  je 1:1000 verdünnt, zur Selektion 
beigefügt  wurde,  diente  als  Kulturmedium.  Als  Kulturgefäße  wurden  je  nach  Bedarf 
Erlenmeyerkolben bzw. 6‐ bis 12‐Loch‐Zellkulturplatten verwendet. 
 
E.2.2.2 Herstellung von Bakterien­Glyzerinkulturen 
Um  Bakterien  über  einen  längeren  Zeitraum  zu  konservieren  wurden  Glyzerinkulturen  angelegt. 
Hierzu wurden  in  einem  sterilen  Einfrierröhrchen  300 µl  100 % Glyzerin  vorgelegt, mit  1 ml  einer 
Bakterienübernachtkultur  vermischt  und  bei  ‐70°C  tiefgefroren.  Bei  Bedarf  wurden  aus  diesen 
Glyzerinkulturen neue Bakterienübernachtkulturen angelegt. 
 
E.2.2.3 Herstellung elektropkompetenter Bakterien für die Transformation 
Um Plasmid‐DNA mittels  Elektroporation  in Bakterien  einzubringen, müssen  zunächst  Salze  in der 
Bakterienkultur  entfernt werden,  um  somit  die  Leitfähigkeit  dieser  herabzusetzen.  Die  erzeugten 
Bakterien bezeichnet man als elektrokompetent. 
Zur  Herstellung  elektrokompetenter  Bakterien  wurde  zunächst  eine  25 ml  Übernachtkultur 
hergestellt. Anschließend wurde  ausgehend  von  dieser  Kultur  eine  1 l Bakterienkultur  angefertigt. 
Hierzu wurde die Übernachtkultur 1/100 in LB‐Medium verdünnt und anschließend bis zu einer OD600 
von  0,5 ‐ 1,0  bei  37°C  inkubiert.  Nachfolgend  wurden  die  Bakterien  durch  zehnminütige 
Zentrifugation  bei  5.000 upm  pelletiert  und  in  20 ml  eiskaltem  Wasser  resuspendiert.  Die 
Bakterienlösung wurde  in einen Dialyseschlauch gefüllt und über Nacht gegen 1  l Wasser dialysiert. 
Während  des  Dialysevorgangs  wurde  das  Wasser  zweimalig  gewechselt.  Nach  Beendigung  der 
Dialyse wurden  die  Bakterien  erneut  durch  Zentrifugation  (10 min,  5.000  upm)  sedimentiert  und 
schließlich  in  1 ml  kaltem  100 %  Glyzerin  aufgenommen  und  in  Aliquots  zu  je  100 µl  bei  ‐70°C 
tiefgefroren gelagert. 
 
E.2.2.4 Transformation durch Elektroporation von Bakterien 
40 µl elektrokompetenter Bakterien wurden  in eine zuvor auf Eis gekühlte Elektroporationsküvette 
gefüllt, anschließend 1 µl der zu transformierenden Plasmid‐DNA zugefügt und vorsichtig gemischt. 
Um hierbei Luftblasen zu entfernen wurde die Elektroporationsküvette mehrmalig aufgeklopft. Die 
Elektroporationsküvette  wurde  nachfolgend  in  die  Elektroporationsapparatur  eingefügt  und  die 
Elektroporation  bei  2,5 kV  durchgeführt.  Die  Bakterien  wurden  anschließend  in  1 ml  LB‐Medium 
(E.1.5.1)  aufgenommen  und  in  ein  Eppendorfreaktionsgefäß  überführt.  Daraufhin  wurde  die 
Bakterienlösung  für  eine  Stunde  unter  Schütteln  bei  37°C  inkubiert.  300 µl  des 
Transformationsansatzes  wurden  schließlich  auf  eine  entsprechende  Selektions‐LB‐Agarplatte 
(E.1.5.1) ausgestrichen und über Nacht bei 37°C inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Agarplatten 
auf das Vorhandensein von Bakterienkolonien überprüft. 
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E.2.3 Kultivierung und Manipulation eukaryotischer Zellen 
E.2.3.1 Kultur eukaryotischer Zelllinien 
Die  in der vorliegenden Arbeit verwendeten eukaryotischen Zellen  (E.1.2.3) wurden  in dem  jeweils 
für die entsprechende Zelllinie benötigten Zellkulturmedium  (E.1.5.3) kultiviert. Hierzu wurden die 
Zellen  bei  37°C,  5 % CO2  in  einer  wassergesättigten  Atmosphäre  in  Zellkulturflaschen  (25,  75, 
150 cm2)  mit  Belüftung  inkubiert.  Alle  2  ‐  3  Tage  wurden  die  Zellen  bei  75  ‐  80 %  Konfluenz 
subkultiviert.  Zum  Ablösen  adhärent  wachsender  Zellen  wurden  diese  nach  Abnahme  des 
Nährmediums und einmaligem Waschen des Zellrasens mit 1x PBS  für 3 Minuten mit Trypsin‐EDTA 
(E.1.5.3) behandelt. Anschließend wurden die Zellen mittels Zellkulturmedium abgespült und ein Teil 
des Volumens  (i.d.R. 1/10)  in der Zellkulturflasche belassen. Die restlichen Zellen wurden entweder 
verworfen  oder  für  weitere  Experimente  verwendet.  Abschließend  wurde  mit  Zellkulturmedium 
aufgefüllt und wie oben beschrieben kultiviert. 
 
E.2.3.2 Bestimmung der Zellzahl und Zellvitalität mit der Neubauer­Zählkammer 
Die  Neubauer‐Zählkammer  ermöglicht  es,  die  Zelldichte  einer  Zellsuspension  zu  ermitteln  und 
zudem,  durch  Zuhilfenahme  von  Trypanblau,  die  Zellvitalität  zu  bestimmen.  Nach  Anfärbung mit 
Trypanblau erscheinen tote Zellen unter dem Lichtmikroskop blau, vitale Zellen erscheinen hell und 
weiß. 
Zur Bestimmung der Zellzahl und Vitalität wurde die Zellsuspension 1:10 in Trypanblau verdünnt und 
10 µl  auf  die  Zählkammer  aufgetragen.  Die  Zellzahl  wurde  anschließend  über  16  Zählquadrate 
bestimmt  und  der  erhaltene  Wert  (unter  Berücksichtigung  des  Verdünnungsfaktors)  mit  1x105 
multipliziert.  Somit  erhält  man  die  Zelldichte  der  Zellsuspension  in  Zellen/ml.  Der 
Multiplikationsfaktor ergibt sich aus dem Verdünnungsfaktor 10 und dem Faktor 1x104, der auf das 
Volumen innerhalb der Zählkammer über den 16 Zählquadraten zurückzuführen ist. 
 
E.2.3.3 Kryokonservierung eukaryotischer Zellen 
Zur  Kryokonservierung  wurden  Zellen  wie  unter  (E.2.3.1)  beschrieben  durch 
Trypsin‐EDTA‐Behandlung in Suspension gebracht und in ein 15 ml Zentrifugenröhrchen transferiert. 
Nicht‐adherent  wachsende  Zellen  wurden  direkt  in  Nährmedium  transferiert.  Nach  5‐minütiger 
Zentrifugation  bei  1.900 upm wurde  der  Überstand  verworfen  und  das  entstandene  Zellpellet  in 
1 ‐ 2 ml  kalter  Kryokonservierungsmedium  (E.1.5.3)  aufgenommen  und  in  Aliquots  zu  1 ml  in 
vorgekühlte  Kryokonservierungsröhrchen  überführt.  Das  Einfrieren  der  Zellen  bei  ‐70°C  erfolgte 
innerhalb  von  drei  Stunden.  Zur  längeren  Lagerung  wurden  die  Zellen  in  flüssigem  Stickstoff 
aufbewahrt. 
Um ein rasches Auftauen zu ermöglichen, wurden die Zellen in einem 37°C Wasserbad inkubiert und 
anschließend  in 10 ml Zellkulturmedium überführt und für 5 min bei 1.900 upm zentrifugiert. Durch 
diesen Waschprozess wird  das  in  der  Kryokonservierungsmedium  enthaltene,  zelltoxische,  DMSO 
entfernt. Das  entstandene  Zellpellet wurde  in  10 ml  Zellkulturmedium  aufgenommen  und  in  eine 
100 mm2 Zellkulturflasche transferiert. 
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E.2.3.4 Transfektion eukaryotischer Zellen 
E.2.3.4.1 Transfektion mittels Polyfect® Transfektionsreagenz 
Zu  transfizierende  Zellen wurden 12  ‐ 24 h  vor der  Transfektion  in  Zellkulturschalen  ausgesät. Bei 
einer Konfluenz von 80  ‐ 90 % wurde  transfiziert. Bei Bedarf  (Immunofluoreszenz E.2.4.13) wurden 
den jeweiligen Zellkulturschalen sterile Deckgläschen (Ø 12 mm) zugefügt. Zellzahlen, Volumina und 
Mengen für die einzelnen Reaktionsansätze sind aus der unten stehenden Tabelle zu entnehmen. Die 
Durchführung erfolgte jeweils wie folgt: 
Zunächst wurde  in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß das entsprechende Volumen an Zellkulturmedium 
(ohne Zusätze) vorgelegt. Nach Zugabe der Plasmid‐DNA wurde das Polyfect® Transfektionsreagenz 
(E.1.5.4)  zugegeben  und  vorsichtig  gemischt.  Nach  zehnminütiger  Inkubation  bei  RT  wurde  der 
Transfektionsansatz mit Nährmedium versetzt und tropfenweise langsam auf dem Zellrasen verteilt. 
Die Zellen wurden anschließend unter Standardbedingungen für 24 ‐ 48 h kultiviert. 
 
Format  Zellzahl  Medium [µl] DNA [µg] Polyfect [µl]
6‐Loch‐Platte  6x105  100 2 20 
10‐cm‐Schale  2,4x106  300 8 80 
 
E.2.3.4.2 Transfektion mittels Elektroporation 
Zu transfizierende Zellen wurden, wie unter E.2.3.1 beschrieben, mittels Trypsin‐EDTA‐Behandlung in 
Suspension  gebracht und mit Opti‐MEM®  (E.1.5.3  / phenolrot‐frei)  gewaschen. Die  Zellzahl wurde 
bestimmt  und  1x107  Zellen  wurden  in  200 µl  Opti‐MEM  aufgenommen  und  in  eine  sterile 
Elektroporationsküvette überführt. Nach Zugabe von 30 µg Plasmid‐DNA wurden die Zellen bei 250 V 
und 930 µF elektroporiert. Vor und nach der Transfektion wurden die Zellen jeweils 10 Minuten auf 
Eis gehalten. Anschließend wurden die Zellen  in einer 10 cm‐Zellkulturschale  in 10 ml Nährmedium 
ausgesät und für 24 ‐ 48 h unter Standardbedingungen kultiviert. 
 
E.2.3.4.3 Transfektion mittels polymerer Nanopartikel (PEI) 
Zellen wurden  24  h  vor  Transfektion  wie  unter  E.2.3.4.1  beschrieben  ausgesät.  Zur  Transfektion 
wurden  25  µg  Plasmid‐DNA mit  94,5  µl  einer  Polyethylenimin‐Lösung  (E.1.5.4)  vermischt  und  für 
10 Minuten bei RT  inkubiert. Hierbei  lagern sich DNA und PEI spontan zu Nanopartikeln mit einem 
N:P‐Verhältnis  von  6:1  zusammen.  Nach  Beendigung  der  Inkubation  wurde  das  Volumen  der 
Nanopartikellösung  auf  150 µl,  durch  Zugabe  von  Zellkulturmedium  (E.1.5.3),  aufgefüllt  und  der 
Reaktionsansatz zu den Zellen pipettiert. 
 
E.2.3.4.4 Herstellung stabil transfizierter eukaryotischer Zelllinien 
Zur Herstellung stabil transfizierter eukaryotischer Zelllinien wurden  in einer 10 cm‐Zellkulturschale 
2x106  Zellen  einen  Tag  vor  Transfektion  in  10 ml  Zellkulturmedium  ausgebracht.  Die  zu 
transfizierende Plasmid‐DNA wurde durch Restriktionsverdau (E.2.1.6) linearisiert und anschließend, 
wie  unter  (E.2.1.8  /  E.2.1.9)  beschrieben,  aufgereinigt.  Anschließend wurde mittels  der  PolyFect® 
(E.2.3.4.1  /  293TT‐Zellen)  oder  der  PEI‐Transfektionsmethode  (E.2.3.4.3  /  ED‐Zellen)  transfiziert. 
Einen  Tag  nach  der  Transfektion wurde  das  Zellkulturmedium  gewechselt  und  zusätzlich  das  zur 
Selektion  benötigte  Antibiotikum  (G418  /  E.1.5.3),  je  nach  verwendetem  Plasmid,  in  einer 
Konzentration von 0,25 ‐ 0,5 µg/µl zugegeben. 
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Die benötigte Antibiotikakonzentration wurde  in einem Vorversuch bestimmt.  Im Folgenden wurde 
das Zellkulturmedium jeden zweiten Tag gewechselt und jeweils mit Antibiotikum versehen.  
Transfizierte  Zellen,  welche  die  Plasmid‐DNA  aufgenommen  und  in  ihr  Genom  integriert  haben, 
erhalten  durch  das  auf  der  Plasmid‐DNA  kodierte Antibiotika‐Resistenzgen  einen  Selektionsvorteil 
und  wachsen  in  der  Zellkulturschale  zu  Kolonien  aus.  Das  Wachstum  der  Kolonien  wurde 
lichtmikroskopisch  beobachtet.  Nachdem  sich  Kolonien  ausgebildet  hatten,  wurde  das 
Zellkulturmedium  entfernt  und  vorsichtig mit  10 ml  1x  PBS  gewaschen. Anschließend wurden  die 
Kolonien mit Trypsin vorbehandelten Klonierungsplättchen (E.1.5.4) von der Zellkulturschale abgelöst 
und  in  eine  12‐Loch‐Zellkulturplatte  transferiert.  Jedes  Loch  der  Platte  wurde  mit  2 ml 
Zellkulturmedium  aufgefüllt  und  das  Antibiotikum,  wie  oben  beschrieben,  zugesetzt.  Die  stabil 
transfizierten  Zellen  wurden  daraufhin  jeden  Tag  auf  ihr  Wachstum  kontrolliert,  bei  Bedarf 
expandiert  und  zur  Lagerung  bei  ‐70°C  eingefroren.  Die  Expression  des  eingebrachten  Transgens 
wurde mittels WB (E.2.4.12), ELISA (E.2.4.15), IF (E.2.4.13) und ELISPOT (E.2.4.17) analysiert. 
 
E.2.3.5 Milzpräparation zur Gewinnung von Milzzellen aus Mäusen 
Zur  Gewinnung  von  Milzzellen  aus  Mäusen  wurden  die  Versuchstiere  zunächst  mittels 
Kohlendioxidbegasung getötet und anschließend die Milz unter  sterilen Bedingungen entnommen. 
Hierzu  wurde  die  Versuchsmaus  mit  70 %  Ethanol  desinfiziert  und  danach  die  Milz  chirurgisch 
entfernt.  Die  präparierte  Milz  wurde  in  5 ml  vorgekühltes  1x  PBS  transferiert  und  bis  zur 
Weiterverarbeitung auf Eis gelagert. Um die einzelnen Zellen aus dem Gewebeverband zu lösen und 
zu  isolieren,  wurde  die  Milz  mit  Hilfe  eines  Spritzenstempels  (5 ml  Spritze)  in  einer 
10 cm‐Zellkulturschale  durch  ein  Edelstahlgitternetz  gedrückt.  Die  hierdurch  entstandene 
Zellsuspension wurde  in ein 15 ml Reaktionsgefäß überführt und durch Zentrifugation für 5 min bei 
1.900 upm  sedimentiert.  Das  Zellpellet  wurde  danach  zweimal  mit  je  10 ml  RPMI 
Zellkulturmedium (E.1.5.3)  gewaschen  und  nach  jedem  Waschschritt  wie  oben  beschrieben 
zentrifugiert. Abschließend wurden die Zellen in 5 ml RPMI aufgenommen und die Zellzahl bestimmt. 
Die Milzzellen wurden direkt weiterverarbeitet (E.2.3.6) oder für die Subklonierung von Hybridomen 
(E.2.3.7) eingesetzt. 
 
E.2.3.6 Herstellung von Hybridomzelllinien zur Produktion monoklonaler Antikörper 
Eine Hybridomzelle ist ein Hybrid aus einer antikörperproduzierenden B‐Zelle und einer in Zellkultur 
langlebigen Myelomzelle  (B‐Zell‐Tumor).  Zur  Herstellung  einer  Hybridomzelle wird  die Milz  einer 
zuvor  immunisierten Maus  präpariert,  die  Zellen  isoliert  und  anschließend mit  den Myelomzellen 
fusioniert, indem PEG (E.1.5.5) zugefügt wird. Die entstandenen Hybridzellen teilen die Eigenschaften 
der beiden Ursprungszellen: a) Produktion der gewünschten Antikörper (B‐Zelle) und b) unendliches 
Wachstum  in  Zellkultur  (Myelomzelle).  Zur  Selektion  fusionierter  Zellen  dient  sogenanntes 
HAT‐Medium  (E.1.5.5): Das  im HAT‐Medium  enthaltene  Aminopterin  verhindert  die  Synthese  des 
Nukleotids GTP, welches zur DNA‐Synthese benötigt wird. B‐Zellen besitzen das Enzym HGPRT, mit 
welchem  sie  in  der  Lage  sind,  aus Hypoxanthin  (ebenfalls  Bestandteil  des HAT‐Mediums) GTP  zu 
synthetisieren, allerdings sterben B‐Zellen  in Zellkultur nach 7  ‐ 10 Tagen. Myelomzellen, welche  in 
Zellkultur prinzipiell unsterblich sind,  fehlt das Enzym HGPRT, daher  ist bei  ihnen die GTP‐Synthese 
unterbunden und die Zellen sterben im HAT‐Medium nach 7 ‐ 10 Tagen. 
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Aus  diesen  Gründen  ist  es möglich, mit  dem  verwendeten  HAT‐Medium  fusionierte  Hybridzellen 
(B‐Zellen  +  Myelomzellen)  zu  selektionieren,  da  nur  diese  in  Zellkultur,  unter  den  oben 
beschriebenen Selektionsbedingungen, überleben können. 
In  der  vorliegenden  Arbeit  wurde  die  Milz  einer  zuvor  immunisierten  Maus,  wie  unter  E.2.3.5 
beschrieben, isoliert, die Zellen aufgereinigt und zweimal mit 1x PBS gewaschen. Zusätzlich wurde die 
Milz einer naiven Maus präpariert; die Zellen dienten als Zusatz zum HAT‐Medium. Nach Zugabe der 
Milzzellen  der  naiven  Maus  zum  HAT‐Medium  wurde  dieses  auf  37°C  im  Wasserbad  gewärmt. 
Zusätzlich wurde  PEG  (E.1.5.5)  und  1 l  H2O  auf  37°C  vorgewärmt.  Die  für  die  Fusion  benötigten 
SP2/0 Myelomzellen  (E.1.2.3)  wurden,  wie  unter  E.2.3.1  beschrieben,  geerntet  und  zweimal mit 
1x PBS gewaschen. Die Zellzahl der Myelomzellen wurde bestimmt und  insgesamt wurden 1,5x108 
Zellen  zentrifugiert  (1.900 upm,  10 Minuten)  und  für  die  Fusion  verwendet.  Nach  dem  jeweils 
zweiten Waschschritt wurden die Myelomzellen mit den Milzzellen der immunisierten Maus in einem 
50 ml  Reaktionsgefäß  vereinigt  und  für  10 Minuten  bei  1.900 upm  zentrifugiert.  Der  Überstand 
wurde  abgenommen  und  verworfen  und  das  entstandene  Zellpellet  durch  leichtes  Klopfen 
aufgelockert.  Das  auf  37°C  vorgewärmte Wasser  wurde  in  ein  Becherglas  gefüllt  und  das  50 ml 
Reaktionsgefäß mit dem Zellpellet wurde mit einer Klemme fixiert, so dass der Boden des Röhrchens 
sich  im 37°C Wasserbad befand. Unter Rühren mit einer Glaspasteurpipette erfolgte schließlich die 
Zugabe von 1,5 ml PEG innerhalb von 90 Sekunden. Nach erfolgter Zugabe wurde für 1 Minute weiter 
gerührt  und  daraufhin mit  der  Zugabe  von  insgesamt  20 ml  RPMI  (E.1.5.3)  begonnen.  Zunächst 
wurde innerhalb der ersten Minute vorsichtig 1 ml zugegeben, während der zweiten Minute erfolgte 
die  Zugabe  weiterer  3 ml  Medium,  bevor  schließlich  innerhalb  der  nächsten  zwei  Minuten  die 
restlichen  16 ml  zugetropft  wurden.  Während  des  gesamten  Vorgangs  wurde  ständig  gerührt. 
Schließlich  wurde  für  10 Minuten  bei  2.500 upm  zentrifugiert  und  der  Überstand  anschließend 
verworfen. Das Zellpellet wurde  in 300 ml HAT‐Medium aufgenommen und auf  insgesamt zwanzig 
96‐Loch‐Zellkulturplatten  zu  je  150 µl/Loch  ausplattiert.  Die  Platten  wurden  unter 
Standardbedingungen  (37°C,  5 %  CO2)  inkubiert.  7 ‐ 10  Tage  nach  der  Fusion  wurden  die 
Zellkulturüberstände mittels ELISA (E.2.4.14) auf das Vorhandensein von spezifischen Antikörpern hin 
analysiert. Zur weiteren Kultur der Hybridomzelllinien, siehe Punkt E.2.3.7. 
 
E.2.3.7 Kultur von Hybridomzellen 
Nach  der Herstellung  der Hybridomzelllinien  zur  Produktion monoklonaler Antikörper wurden  die 
Zellen, wie im folgenden Abschnitt beschrieben, weiter kultiviert. 
Hybridomzellen  deren  Überstand  im  ELISA  positiv  getestet  wurde,  wurden  subkultiviert.  Hierzu 
wurde  zunächst  in  einer  neuen  96‐Loch‐Zellkulturplatte  pro  Loch  je  150 µl  Hybridomzellmedium 
(E.1.5.3)  vorgelegt.  ELISA‐positive Hybridomzellen wurden durch mehrfaches  Pipettieren mit  einer 
Gilsonpipette  resuspendiert  und  anschließend  in  einem  Volumen  von  insgesamt  1,2 ml 
Hybridomzellkulturmedium  aufgenommen.  In  Spalte  eins  der  96‐Loch‐Zellkulturplatte  wurden 
danach je 150 µl der Hybridomzelllösung pro Loch pipettiert. Schließlich wurden die Hybridomzellen 
in 1:2 Titrationsschritten über 11 Schritte vereinzelt. Die 96‐Loch‐Zellkulturplatte wurde daraufhin für 
7  Tage  unter  Standardbedingungen  (37°C,  5 %  CO2)  kultiviert. Das Wachstum  der Hybridomzellen 
wurde  täglich  kontrolliert  und  sobald  die  Hybridomzellen  eine  ausreichende  Zelldichte  erreicht 
hatten  (optische  Beurteilung  der  Größe  der  sich  bildenden  Hybridomzellkolonien)  wurden  die 
Hybridomzellen erneut mittels GST‐ELISA auf die Antikörperproduktion hin untersucht. Positive Klone 
wurden  daraufhin, wie  oben  beschrieben,  subkultiviert. Dieser  Vorgang wurde  insgesamt  viermal 
durchgeführt. 
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Nach  Beendigung  der  Subkultivierung  wurden  ELISA‐positive  Hybridomzellen,  in  Einzelschritten, 
zunächst auf 48‐Loch‐ bis hin zu 6‐Loch Zellkulturplatten expandiert. 
 
E.2.3.8 Aufreinigung peripherer, mononuklearer Lymphozyten aus Vollblut mittels 
Ficoll­Dichtegradientenzentrifugation 
Zur Isolation sogenannter PBMC (peripheral blood mononuclear cells / periphere Blut Lymphozyten) 
wurde eine Ficoll‐Dichtegradientenzentrifugation durchgeführt. Durch den Einsatz von Ficoll, einem 
hydrophilen  Polysaccharid,  ist  es  möglich,  die  einzelnen  Bestandteile  des  Blutes  voneinander 
abzutrennen.  Nach  Überschichtung  von  Ficoll  mit  einer  Vollblutprobe  und  anschließender 
Zentrifugation bilden  sich  folgende Schichten aus:  im Niederschlag befinden  sich Erythrozyten und 
Granulozyten,  darüber  befindet  sich  die  Ficoll‐Schicht,  über  welcher  sich  die  PBMC  befinden. 
Überlagert ist alles von Plasma und anderen Blutbestandteilen.  
In  der  vorliegenden  Arbeit  wurden  zur  PBMC‐Isolation  zunächst  in  einem  50 ml  Reaktionsgefäß 
15 ml Ficoll‐Dichtegradientenmedium  (E.1.5.3)  vorgelegt.  In  einem  zweiten  50 ml  Reaktionsgefäß 
wurden 10 ml einer Vollblutprobe mit 15 ml Waschmedium (RPMI ohne Zusätze) versetzt, gemischt 
und anschließend vorsichtig über das vorbereitete  Ficoll‐Dichtegradientenmedium geschichtet. Die 
Probe wurde  anschließend  für  15 min  bei  2.500 upm  (ausgeschaltete  Bremse)  zentrifugiert. Nach 
dem  Zentrifugationsvorgang  befinden  sich  die  zu  isolierenden  Lymphozyten  in  einem  deutlich 
sichtbaren grauen Ring zwischen Plasma und Ficoll/Waschmedium. Dieser wurde mit einer sterilen 
10 ml  Einwegpipette  vorsichtig  abgenommen  und  in  ein  neues  50 ml  Reaktionsgefäß  transferiert. 
Durch  Zugabe  von  20 ml Waschmedium  und  anschließender  Zentrifugation  (15 min,  2.000  upm) 
wurden die PBMC gewaschen. Nach Beendigung der Zentrifugation wurde der Überstand verworfen 
und  die  Zellen  nochmals  gewaschen.  Abschließend  wurden  die  Lymphozyten  in  5 ml  RPMI 
Zellkulturmedium  (E.1.5.3)  aufgenommen  und  die  Zellzahl  mit  Hilfe  der  Neubauer‐Zählkammer 
bestimmt. Die Zellen wurden entweder direkt  in weiteren Versuchen eingesetzt oder zur Lagerung 
bei ‐70°C tiefgefroren.  
 
E.2.3.9 Stimulierung equiner Lymphozyten zur Produktion von Zytokinen 
Isolierte,  equine  Lymphozyten  wurden  durch  Zugabe  von  Ionomycin  und  PMA 
(Phorbol‐myristat‐acetat  /  E.1.5.3)  unspezifisch  zur  Produktion  von  Zytokinen  (Interferon‐γ  und 
Granzym B) angeregt. Zu einer Zellsuspension (1x106 Zellen/ml) wurden 300 ng Ionomycin und 30 ng 
PMA  (je  Milliliter)  dem  Zellkulturmedium  zugegeben  und  für  72 h  unter  Standardbedingungen 
inkubiert. Um die Sezernierung des gebildeten Zytokins zu verhindern, wurde den Zellen zusätzlich 
bei Bedarf 3 µM Monensin (E.1.5.3) zugefügt. 
 
E.2.3.10 Endpunktverdünnung zur Bestimmung von Virustitern (TCID50) 
Zur Bestimmung der Titer (TCID50: tissue culture infectious dose 50 und Pfu: plaque forming unit) der 
in  der  Arbeit  verwendeten  Bakulovirus‐Lösungen  (Virusstock),  welche  zur  Herstellung  der 
BPV 1 L1/E7  CVLP  verwendet  wurden,  und  zur  Überprüfung  der  Kontaminationsfreiheit  der 
hergestellten BPV 1‐Vakzine, wurde eine Endpunktverdünnung durchgeführt. 
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E.2.3.11 Virustiterbestimmung 
In  zwei  96‐Loch‐Zellkulturplatten  wurden  1,0x104  Sf9‐Insektenzellen  (E.1.2.2)  in  100 µl 
TNM‐Insektenzellkulturmedium (E.1.5.2) pro Loch ausgesät und für 30 Minuten bei Raumtemperatur 
belassen.  Parallel  wurde  eine  1:1000  Vorverdünnung  des  zu  titrierenden  Virusstockes  in 
1 ml TNM‐Medium angefertigt. Es folgte die Zugabe von je 100 µl pro Loch der Virus‐Vorverdünnung 
in  Spalte  1  der  ersten  96‐Loch  Zellkulturplatte.  Anschließend  wurde  eine  Titrationsreihe  in  1:2 
Verdünnungsschritten  über  die  beiden  96‐Loch‐Zellkulturplatten  angefertigt  (23 Titrationsschritte). 
Nach  jedem  Titrationsschritt wurden  die  Spitzen  der  Pipette  gewechselt,  um  einen Übertrag  von 
höher konzentrierten Virus‐Verdünnungen zu verhindern. Die Zellen wurden daraufhin für 7 Tage bei 
27°C  inkubiert.  Nach  Beendigung  der  Inkubationszeit  wurde  der  Zellkulturüberstand  vorsichtig 
entfernt  und  die  Zellen  mit  je  100 µl/Loch  1x PBS  gewaschen.  Das  PBS  wurde  anschließend 
abgegossen  und  die  Zellen  durch  Zugabe  von  100 µl/Loch  vorgekühltem  Ethanol abs.  mit 
anschließender Inkubation für 10 Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Zur vollständigen Entfernung 
des  Ethanols  wurde  mit  je  100 µl/Loch  1x PBS  gewaschen.  Anschließend  wurden  die  Zellen  für 
30 Minuten bei Raumtemperatur in 150 µl pro Loch Blockpuffer 1 (E.1.4.8) inkubiert. Der Blockpuffer 
wurde  danach  verworfen  und  durch  Zugabe  von  100 µl  Hybridom‐Zellkulturüberstand  des 
Primärantikörpers (D4 / E.1.2.5.1 / 1:5 verdünnt  in Blockpuffer) pro Loch ersetzt. Nach einstündiger 
Inkubation bei 37°C wurde ungebundener Antikörper durch dreimaliges Waschen, mit  je 100 µl pro 
Loch 1x PBS/0,3 % Tween®20, entfernt. Zur Detektion des Primärantikörpers folgte die Zugabe eines 
HRP‐gekoppelten Sekundärantikörpers (Gampo / E.1.2.5.2 / 1:3000 / 100 µl/Loch), welcher ebenfalls 
für 1 h bei 37°C inkubiert wurde. Nach Entfernen des Sekundärantikörpers wurde erneut dreimal wie 
oben  beschrieben  gewaschen.  Abschließend  erfolgte  die  Zugabe  von  100 µl  ELISA‐Substratlösung 
(E.1.4.8) pro Loch. Die einsetzende Farbreaktion wurde bei 405 nm mit Hilfe eines Spektrofotometers 
gemessen. 
 
E.2.3.11.1 Test der produzierten Vakzinecharge auf Bakuloviruskontaminationen 
1x106 Sf9‐Insektenzellen wurden in einer 75 cm2‐Zellkulturflasche kultiviert. Nach Zugabe von 100 µl 
der  zu  untersuchenden  Vakzinecharge  wurden  die  Zellen  für  sieben  Tage  bei  27°C  inkubiert. 
Hierdurch sollten, sich möglichweise  in der Charge befindliche, Bakuloviren expandiert werden und 
somit  die  Sensitivität  des  Testverfahrens  erhöht  werden.  Nach  sieben  Tagen  wurde  der 
Zellkulturüberstand  abgenommen  und  100 µl  pro  Loch  im  oben  beschriebenen  Testverfahren 
anstelle  der  Bakulovirus‐Vorverdünnung  eingesetzt.  Zusätzlich  wurde  das  Vakzin  direkt  im  oben 
beschriebenen  Test  eingesetzt  (100 µl  einer  1:10  Vorverdünnung  der  Vakzinecharge  anstelle  der 
Bakulovirus‐Vorverdünnung). 
 
E.2.3.11.2 Berechnung des Virustiters 
Zunächst wurden alle infizierten und nicht‐infizierten Löcher für eine gegebene Verdünnung addiert 
und  in  eine  Tabelle  eingetragen  (siehe  Beispiel).  Als  infiziert  galten  Löcher,  welche  ein 
Absorptionssignal Abs405nm  im ELISA über einem Schwellenwert  lagen. Der Schwellenwert wurde für 
jedes Experiment individuell festgelegt. 
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Beispiel Tabelle 1 
Verdünnung  Infiziert Nicht‐infiziert 
1x10‐6  8  0
1x10‐7  7  1
1x10‐8  4  4
1x10‐9  0  8
 
Aus  den Werten  in  der  Tabelle  wurde  die  Gesamtanzahl  infizierter  Löcher  bei  einer  gegebenen 
Verdünnung  berechnet. Hierzu wurde  angenommen, dass  alle,  bei  einer  bestimmten Verdünnung 
infizierten  Löcher,  ebenfalls  bei  der  nächstniedrigeren  Verdünnung  infiziert  worden  wären.  Im 
Beispiel gilt somit: 
Infizierte  Löcher  bei  Verdünnungsfaktor  10‐6  acht,  bei  Verdünnungsfaktor  10‐7  sieben,  bei 
Verdünnungsfaktor  10‐8  vier,  null  bei  Verdünnungsfaktor  10‐9  ?  insgesamt  bei  10‐6  infizierte 
Löcher: 19. 
Aus  diesen  Angaben  wurde  eine  weitere  Tabelle  erstellt  und  die  Infektionsrate  in  Prozent  [%] 
berechnet. 
Beispiel Tabelle 2 
Verdünnung  Löcher insgesamt Insgesamt infiziert Infektion [%] 
1x10‐6  32  19 59 
1x10‐7  24  11 45,8 
1x10‐8  16  4 25 
1x10‐9  8  0 0 
 
Aus  den  so  bestimmten  Werten  konnte  die  sogenannte  PD  (proportionate  distance)  berechnet 
werden: 
PD: PD = (A‐50)/A‐B 
Wobei A die erste Infektionsrate über 50 % und B die erste Infektionsrate unterhalb 50 % darstellt.  
Beispiel 
PD = (59‐50)/59‐45,8 = 0,68 
Zur Berechnung der  TCID50  (Titer;  tissue  culture  infectious  dose  50: Virusmenge, bei der  50 % der 
infizierten  Zellen  tatsächlich  infiziert  werden)  wurde  die  PD  vom  Logarithmus  des 
Verdünnungsfaktors,  bei  welchem  die  Infektionsrate  erstmals  über  50 %  liegt,  subtrahiert. 
Anschließend wurde der  inverse  Logarithmus des erhaltenen Wertes berechnet und der  reziproke 
Wert als TCID50 gesetzt. 
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Beispiel 
Verdünnungsfaktor über 50 % Infektionsrate: 10‐6, hiervon ln (natürlicher Logarithmus) ? 
‐6‐0,68 ? inverser Logarithmus = 10‐6.88, hieraus reziproker Wert (1/x) 
Hieraus folgt: TCID50/100µl = 4,78 x 10
6 ? 4,78 x 107 TCID50/ml 
Zur Bestimmung des Pfu‐Wertes (plaque forming unit) wurde der TCID50‐Wert abschließend mit 0,69 
multipliziert. 
 
E.2.4 Expression, Aufreinigung, Manipulation und Analyse von Proteinen 
E.2.4.1 Aufreinigung monoklonaler Antikörper aus Zellkulturüberstand 
Die  in dieser Arbeit verwendeten Hybridomzelllinien wurden unter Standardbedingungen kultiviert. 
Hierbei  sezernieren  die  Hybridomzellen  Antikörper  in  das  Zellkulturmedium,  welches  gesammelt 
wurde.  Anschließend  wurden  die  im Medium  enthaltenen  Antikörper  über  eine  Protein G  Säule 
aufgereinigt.  Immunglobuline  binden  über  ihre  Fc‐Region  an  Protein  G,  welches  in  der  Säule 
immobilisiert ist und werden so in der Säulenmatrix zurückgehalten. Durch Elutionspuffer mit einem 
pH Wert  von  3,0  ist  es möglich,  die  Antikörper  von  Protein  G  zu  lösen  und  zu  eluieren.  In  der 
vorliegenden Arbeit wurde GammaBind G Typ 2 (rekombinante Form des Streptokokken G Proteins) 
immobilisiert  an  Sepharose  4B,  welches  an  die  Fc‐Region  von  Immunglobulin  G  mehrerer 
Säugerarten bindet, verwendet. 
Zunächst wurde eine Protein G Säule durch Zugabe von 1 ml Protein G (E.1.4.1)  in eine Plastiksäule 
(E.1.4.1) hergestellt. Der Auslauf der Säule wurde geschlossen und die Säule  in senkrechter Position 
belassen, bis sich das Protein G vollständig abgesetzt hatte. Vor Beginn der Aufreinigung wurde die 
Protein G Säule mit 1x PBS (10‐faches Säulenvolumen) äquilibriert und danach der antikörperhaltige 
Zellkulturüberstand (500 ‐ 1000 ml) zweimalig über die Säule gegeben. Um nach dem Durchlauf des 
Zellkulturüberstandes ungebundene Proteine und Reste des Zellkulturmediums aus der Säulenmatrix 
zu  entfernen,  wurde  die  Säule  mit  100 ml  1x PBS  gewaschen.  Danach  wurden  die  gebundenen 
Antikörper durch Zugabe von 12 ml Elutionspuffer  (E.1.4.1) eluiert und  in Fraktionen  zu  je 1000 µl 
gesammelt.  Zum  Ausgleich  des  sauren  pH‐Wertes  der  Elutionslösung  wurde  in  die 
Eppendorfreaktionsgefäße,  in  denen  die  Fraktionen  gesammelt  wurden,  50 µl  1 M  Tris,  pH  8,0 
vorgelegt. Hierdurch wurde  einer Denaturierung  der Antikörper  vorgebeugt.  Zur  Bestimmung  der 
Antikörper‐enthaltenden  Fraktionen  wurde  eine  Bradford‐Analyse  (E.2.4.6)  durchgeführt.  Die 
Antikörper‐enthaltenden  Fraktionen  wurden  vereinigt  und  über  Nacht  gegen  1x  PBS  dialysiert. 
Abschließend wurde die Säule durch Zugabe von 100 ml Regenerationslösung  (E.1.4.1)  regeneriert 
und in 20 % Ethanol bei 4°C gelagert. 
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E.2.4.2 Isotypisierung mono­ und polyklonaler Antikörper 
Zur Bestimmung des Isotyps monoklonaler Antikörper wurde ein Isotypisierungskit (E.1.4.2) nach den 
Herstellerangaben verwendet. 
Der  zu  typisierende monoklonale  Antikörper  wurde  in  einem  1,5 ml  Eppendorfreaktionsgefäß  in 
einem Volumen von 150 µl auf eine Konzentration von 0,5 µg/ml eingestellt. Wurden zur Typisierung 
Zellkulturüberstände  von Hybridomzellen  verwendet, wurden  diese  in  einem Volumen  von  150 µl 
1:10 verdünnt. Die Probe wurde daraufhin in ein sogenanntes Entwicklungsröhrchen transferiert und 
für 30 Sekunden bei Raumtemperatur  inkubiert. Durch  leichtes Schütteln wurden die  im Röhrchen 
enthaltenen  Latexkugeln  in  der  Probenlösung  aufgelöst.  Abschließend wurde  ein  Teststreifen  zur 
Isotypisierung in das Röhrchen gehalten, sodass das Ende in der Probenlösung eingetaucht war. Nach 
5 ‐ 10 Minuten  Inkubationszeit  wurde  der  Teststreifen  aus  dem  Röhrchen  entnommen  und  das 
Ergebnis abgelesen. 
 
E.2.4.3 Biotinylierung mono­ und polyklonaler Antikörper 
Zur  Biotinylierung  mono‐  und  polyklonaler  Antikörper  wurde  das  EZ‐Link® NHS‐PEO Solid  Phase 
Biotinylation Kit (E.1.4.2) nach den Herstellerangaben verwendet. 
Zunächst  wurde  die,  im  Kit  enthaltene,  Nickel‐Chelat‐Säule  und  die  PBS‐Pufferlösung  auf 
Raumtemperatur gebracht. Nach Öffnen der Säule wurde die Aufbewahrungslösung verworfen und 
die Säule anschließend durch Zugabe von 15 ml PBS äquilibriert. Währenddessen wurde 1 mg des zu 
biotinylierenden Antikörpers auf ein Volumen von 6 ml mit 1x PBS verdünnt. Diese Antikörperlösung 
wurde anschließend auf die Säule aufgetragen. Nachdem diese vollständig durch die Säule diffundiert 
war,  wurde mit  12 ml  1x  PBS  gewaschen.  Inzwischen  wurde  ein  Aliquot  des  im  Kit  enthaltenen 
No WeighTM NHS‐PEO4‐Biotin in 200 µl 1x PBS gelöst. 88 µl dieser Biotinlösung wurden zu 3 ml 1x PBS 
hinzugefügt, wodurch eine 0,5 mM Biotin‐Lösung entstand. Diese wurde anschließend auf die Säule 
gegeben. Nachdem die Biotin‐Lösung komplett  in das Gelbett der Säule diffundiert war, wurde der 
Säulenauslauf  geschlossen  und  für  30 min  bei  RT  inkubiert. Nachfolgend wurde  erneut mit  15 ml 
1x PBS gewaschen. Zur Elution der biotinylierten Antikörper wurden 3 ml Elutionspuffer auf die Säule 
gegeben und der Durchlauf gesammelt. 
Zur  Regeneration  der  Säule  wurden  weitere  3 ml  Elutionspuffer  zur  Säule  gegeben  und  nach 
Durchlauf der Lösung mit 15 ml H2O/0,02 % NaN3 (3 ml wurden über der Säulenmatrix belassen) die 
Säule geschlossen und bei 4°C gelagert. 
 
E.2.4.4 Expression und Aufreinigung von Virus­ähnlichen Partikeln 
Das  Hauptstrukturprotein  L1  der  Papillomviren  lagert  sich  nach  Expression  in  eukaryotischen 
Zellkulturzellen  spontan  zu  sogenannten  Virus‐ähnlichen  Partikeln  (virus‐like  particle  /  VLP) 
zusammen.  Zur  Herstellung  dieser  VLP  wurden  TN  H5‐Insektenzellen  mit  einem  rekombinanten 
Bakulovirus  infiziert. Dieser  trägt  die  genetische  Information  für  das  zu  exprimierende  Protein,  in 
diesem  Fall  L1.  In  infizierten  TN H5‐Insektenzellen  kommt  es  zur  Expression  des  L1  Proteins  und 
somit,  wie  beschrieben,  zur  Bildung  von  VLP,  welche  anschließend  aus  den  Zellen  aufgereinigt 
werden können. 
Zunächst wurden  TN H5‐Insektenzellen  (E.1.2.2) mit  rekombinanten Bakuloviren  (E.1.1.2)  infiziert. 
Hierzu  wurde  eine  250 ml  H5‐Insektenzellkultur  mit  einer  Zelldichte  von  1,0x106  Zellen/ml  in 
Ex‐Cell 405 Kulturmedium (E.1.5.2) angelegt. Hatte die Kultur eine Zelldichte von 3,0 x 106 Zellen/ml 
erreicht, wurden die Insektenzellen durch Zentrifugation bei 2.000 upm für 10 Minuten sedimentiert. 
Das entstandene Zellpellet wurde in 42 ml Ex‐Cell Kulturmedium resuspendiert. 
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Daraufhin  erfolgte  die  Zugabe  von  8 ml  (entspricht  ~MOI:  5)  eines  Zellkulturüberstandes,  der  die 
gewünschten Bakuloviren enthält, mit anschließender  Inkubation, unter Schütteln  für eine Stunde, 
bei Raumtemperatur. Danach erfolgte die Zugabe von 200 ml Kulturmedium und die Infektion wurde 
für 3 Tage bei 27°C und 117 upm kultiviert. 
Die  infizierten  H5‐Insektenzellen  wurden  schließlich  durch  eine  15‐minütige  Zentrifugation  (4°C, 
3.000 upm) sedimentiert und das Pellet in 30 ml 1x PBS aufgenommen. Nach erneuter Zentrifugation 
(15 Minuten,  4°C,  3.000 upm)  wurde  das  Pellet  entweder  bei  ‐70°C  tiefgefroren  oder  direkt 
weiterverarbeitet. Zur Präparation der VLP wurde das  Insektenzellpellet  in 10 ml Extraktionspuffer 
(E.1.4.3), dem 1 mM PMSF  vor Gebrauch  frisch  zugefügt wurde,  aufgenommen.  Zum Aufschließen 
der Insektenzellen wurden diese 3x für  je 30 Sekunden sonifiziert (Stufe 3 / E.1.9). Um Zelltrümmer 
zu  entfernen,  wurde  anschließend  für  30 Minuten  bei  20.000 upm  und  4°C  zentrifugiert.  Der 
Überstand wurde  auf  Eis  gelagert,  das  entstandene  Pellet  in  10 ml  Extraktionspuffer  (plus  PMSF) 
aufgenommen und nochmals wie oben beschrieben sonifiziert, um die Ausbeute zu erhöhen. Nach 
erneuter Zentrifugation  (30 Minuten, 20.000 upm, 4°C) wurden die beiden Überstände vereint und 
mit  diesen  weitergearbeitet.  Im  Anschluss  an  den  Zellaufschluss  wurde  eine  CsCl‐Saccharose 
Dichtegradientenzentrifugation durchgeführt. Hierzu wurden in einem Zentrifugenröhrchen zunächst 
8 ml  einer  CsCl‐Lösung  (E.1.4.3)  vorgelegt  und  vorsichtig mit  7 ml  einer  40  %‐Saccharose‐Lösung 
(E.1.4.3) überschichtet. Schließlich wurde der geklärte Überstand aus dem vorherigen Schritt langsam 
über  die  Saccharose‐Lösung  geschichtet.  Danach  wurde  für  2 h  bei  25.000 upm  und  10°C 
zentrifugiert. Während dieses Zentrifugationsschritts wandern die Virus‐ähnlichen Partikel, aufgrund 
ihrer Dichte,  durch  die  Saccharose‐Lösung  hindurch,  verbleiben  jedoch  oberhalb  der  CsCl‐Lösung. 
Nach Beendigung des Zentrifugationsschritts wurde der Überstand vorsichtig abgenommen, so dass 
die CsCl‐Lösung und die  sich darüber befindlichen Virus‐ähnlichen Partikel  im Zentrifugenröhrchen 
verblieben. Die  Lösung wurde  vermischt und  in  ein Quickseal‐Zentrifugenröhrchen  transferiert.  Es 
folgte  eine  Zentrifugation  für mindestens  16  Stunden  bei  48.000 upm  und  20°C. Während  dieses 
Zentrifugationsschrittes bildet sich innerhalb der CsCl‐Lösung ein Dichtegradient aus, in welchem die 
VLP,  gemäß  ihrer  Dichte,  innerhalb  des  Gradienten  eine  definierte  Position  einnehmen.  Nach 
Abschluss  der  Zentrifugation  ist  es  u.U. möglich,  die  Partikelbande  im  Gegenlicht  zu  sehen.  Der 
Dichtegradient  wurde  schließlich  durch  Austropfen  in  Fraktionen  zu  je  1000 µl  aufgeteilt.  Die 
einzelnen  Fraktionen  wurden  daraufhin,  mittels  Western  blot  (E.2.4.12)  und  Sandwich‐ELISA 
(E.2.4.15),  auf  das  Vorhandensein  von  Virus‐ähnlichen  Partikeln  analysiert.  VLP‐enthaltende 
Fraktionen  wurden  anschließend  vereint,  dialysiert  und  mittels  Elektronenmikroskopie  weiter 
analysiert. 
 
E.2.4.5 Expression und Aufreinigung von GST­Fusionsproteinen 
E.2.4.5.1 Bestimmung der Expressionseffizienz und Löslichkeit von GST‐Fusionsproteinen 
Nach  Klonierung  von  GST‐Expressionskonstrukten  wurden  diese  zunächst  in  E.coli‐Bakterien 
transformiert  (E.2.2.4)  und  auf  ihre  Expressionseffizienz  hin  überprüft.  Zudem  konnte  in  diesem 
Versuch die Löslichkeit der exprimierten Fusionsproteine bestimmt werden. 
Hierzu  wurde  eine  2 ml  Expressionskultur  der  transformierten  Bakterien  in  einer 
6‐Loch‐Zellkulturplatte  angelegt  und  bei  37°C  bis  zu  einer  optischen Dichte OD600nm  0,6  inkubiert. 
Anschließend wurde  die  Expression  durch  Zugabe  von  IPTG  (E.1.7  /  50  ‐  100  µM)  induziert.  Die 
induzierte Bakterienkultur wurde schließlich über Nacht bei verschiedenen Temperaturen  inkubiert, 
um die optimalen Expressionsbedingungen zu bestimmen.  
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Abschließend  wurde  1 ml  der  induzierten  Bakterienkultur  für  30 Sekunden  bei  13.000 upm 
zentrifugiert und das Pellet  in 100 µl 1x PBS aufgenommen. Die Probe wurde schließlich, wie unter 
E.2.4.10  beschrieben,  für  eine  SDS‐PAGE‐Analyse  mit  anschließendem  Western  blot  (E.2.4.12  / 
α‐GST) vorbereitet. 
 
E.2.4.5.2 Expression und Aufreinigung von GST‐Fusionsproteinen im großen Maßstab 
Zur  Präparation  von  GST‐Fusionsproteinen  wurde  zunächst  eine  20 ml  Übernachtkultur  der 
gewünschten  Bakterien  angelegt.  Ausgehend  von  dieser  wurde  am  Folgetag  eine  1000 ml 
Expressionskultur  in  einem  5 l  Erlenmeyerkolben  vorbereitet,  indem  die  Übernachtkultur  1:20 
verdünnt wurde. Die Bakterienkultur wurde bis zu einer OD600nm von 0,9 inkubiert und anschließend 
auf  Raumtemperatur  gekühlt.  Die  Expression  des  Fusionsproteins  wurde  daraufhin  mit  der  im 
Vorversuch  bestimmten  IPTG‐Konzentration  induziert  und  bei  den  ebenfalls  im  Vorversuch 
ermittelten  Bedingungen  inkubiert  (siehe  hierzu  Ergebnisteil  F.2).  Nach  Beendigung  der 
Proteinexpression wurden die Bakterien bei 5.000 upm und 4°C für 10 Minuten zentrifugiert. Danach 
wurde  der  Überstandes  dekantiert  und  das  Bakterienpellet  in  30 ml  Extraktionspuffer  IV 
(E.1.4.4) resuspendiert. Die Bakterienlösung wurde anschließend mittels French Press  (E.1.9) durch 
Anlegen eines hohen Druckes (~15.000 psi / fünf Durchläufe) lysiert. Die Probe wurde nach der Lyse 
der  Bakterienzellen  durch  Zugabe  von  Extraktionspuffer  IV  auf  50 ml  aufgefüllt.  Um 
Bakterienzelltrümmer  und  unlösliche  Bestandteile  aus  der  Probenlösung  zu  entfernen wurde  die 
Probe bei 20.000 upm und 4°C für 60 Minuten zentrifugiert. Der geklärte Überstand wurde danach in 
ein  neues  50 ml  Reaktionsgefäß  transferiert  und  das  Pellet  verworfen.  Je  nach  Bedarf wurde  das 
Bakterienzelllysat  (Überstand) anschließend mit demselben Volumen 100 % Glyzerin aufgefüllt und 
bei  ‐20°C  gelagert  (Lysat  wurde  als  Antigen  im  GST‐ELISA  (E.2.4.14)  eingesetzt),  oder  direkt  zur 
Aufreinigung  des  GST‐Fusionsproteins  weiterverwendet.  Hierzu  wurde  eine  GST‐Trap‐Säule 
(E.1.4.4 / 1 ml  Säulenvolumen)  mit  10 ml  Extraktionspuffer  IV  äquilibriert.  Das  Bakterienzelllysat 
wurde anschließend,  in einem Kreislaufprozess mit Hilfe einer peristaltischen Pumpe  (Flussrate ca. 
1 ml/min),  auf  die  Säule  geladen. Der Beladungsvorgang wurde  über Nacht  bei  4°C  durchgeführt, 
hierbei binden die GST‐Fusionsproteine an die  Säulenmatrix, wohingegen andere Bestandteile des 
Bakterienzelllysat durch die Säule hindurch diffundieren, womit das GST‐Fusionsprotein in der Säule 
angereichert wird.  Am  nächsten  Tag wurde  die  Säule mit  50 ml  Extraktionspuffer  IV  gewaschen. 
Danach  wurde  die  Säule  zusätzlich  mit  10 ml  50 mM  Tris,  pH  8,0  gewaschen.  Zur  Elution  der 
gebundenen  GST‐Fusionsproteine  wurden  10 ml  Elutionspuffer  durch  die  Säule  geleitet  und  die 
Probe in Fraktionen zu je 500 µl gesammelt. Die Fraktionen wurden schließlich mittels Western blot 
(E.2.4.12)  analysiert.  Die  das  GST‐Fusionsprotein  enthaltenden  Fraktionen  wurden  vereint,  über 
Nacht bei 4°C dialysiert (Puffer: 1x PBS) und anschließend in Aliquots zu maximal 1 ml tiefgefroren. 
Zur  Regeneration  der  Säule  wurden  je  10 ml  der  folgenden  Pufferlösungen  in  der  angegebenen 
Reihenfolge durch die Säulenmatrix geleitet: Regenerationspuffer A, Regenerationspuffer B (E.1.4.4) 
und 20 % Ethanol. Um ein Austrocknen der Säule zu vermeiden, wurden ca. 2 ml des 20 % Ethanols 
über  der  Säulenmatrix  belassen. Die  Säule wurde  bis  zur  erneuten Verwendung  bei  4°C  gelagert. 
Insgesamt wurden die in der Arbeit verwendeten Säulen bis zu fünfmal wiederverwendet. 
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E.2.4.6 Proteinmengenbestimmung nach Bradford 
Zur Bestimmung der Gesamtproteinmenge  in einer Probe diente der kolorimetrische Bradford‐Test. 
Der Test basiert auf der Absorptionsänderung des Farbstoffes Coomassie, welcher nach Bindung an 
hydrophobe  Seitenketten  der  Aminosäuren  in  Proteinen  blau  erscheint  und  ein 
Absorptionsmaximum bei 595 nm aufweist. 
Um  die  Proteinmenge  innerhalb  einer  Probe  zu  bestimmen,  wurde  zunächst  in  einer 
96‐Loch‐ELISA‐Platte eine BSA‐Konzentrationsreihe  (Startkonzentration 2 µg/µl  in 10µl) angefertigt. 
5 µl  der  zu  messenden  Probe  wurden  mit  155 µl  Wasser  vermischt.  160 µl  Wasser  dienten  als 
Nullwert. Abschließend wurde  zu  jedem  Loch 40 µl Bradfordreagenz pipettiert und  gut  vermischt. 
Siehe hierzu auch allgemeines Auftragschema. Nach Einsetzen der Farbreaktion wurde unmittelbar 
die  Absorption  bei  595 nm  bestimmt. Der Nullwert wurde  von  allen Messwerten  abgezogen  und 
anhand der Werte der BSA‐Konzentrationsreihe eine Standardgerade bestimmt. Hieraus wurden die 
Proteinmengen der einzelnen Proben rechnerisch ermittelt. 
 
Allgemeines Auftragschema (Ausschnitt 96‐Loch‐ELISA‐Platte) 
Standardreihe  Nullwert Proben
5 µl BSA [2 µg/µl] + 155 µl H2O  160 µl H2O 5 µl Probe 1 
5 µl BSA [1 µg/µl] + 155 µl H2O  160 µl H2O 5 µl Probe 1 
5 µl BSA [0,5 µg/µl] + 155 µl H2O  ‐‐‐ 5 µl Probe 2 
5 µl BSA [0,25 µg/µl] + 155 µl H2O  ‐‐‐ 5 µl Probe 2 
5 µl BSA [0,125 µg/µl] + 155 µl H2O  ‐‐‐ usw.
5 µl BSA [0,06 µg/µl] + 155 µl H2O  ‐‐‐ usw.
5 µl BSA [0,03 µg/µl] + 155 µl H2O  ‐‐‐ ‐‐‐
5 µl BSA [0,015 µg/µl] + 155 µl H2O  ‐‐‐ ‐‐‐
+ 40 µl Bradford‐Reagenz / Loch  
 
E.2.4.7 Deglykosylierung von Proteinen 
In  der  vorliegenden  Arbeit  sollte  das  Glykosylierungsmuster  von  Proteinen  (exprimiert  in 
unterschiedlichen  eukaryotischen  Zellen)  untersucht  werden.  Hierzu  wurde  zum  eine  in  vitro 
Deglykosylierung mittels PNGaseF durchgeführt. 
Zellkulturzellen  wurden,  wie  unter  E.2.3.4  beschrieben,  transfiziert,  oder  PBMC  nach  Isolation 
stimuliert  (2.3.9),  und  anschließend  wie  für  den  Granzym  B‐Aktivitätstest  lysiert  (E.2.4.9).  Der 
Gesamtproteingehalt des Zelllysates wurde mittels des Bradford‐Verfahrens (E.2.4.6) bestimmt und 
20 µg  Gesamtprotein  wurden  deglykosyliert.  Hierzu  wurde  zunächst  10x  Denaturierungspuffer 
(Volumina entsprechend dem Probenvolumen) zugegeben und für 10 Minuten bei 100°C aufgekocht, 
um die Proteine vollständig zu denaturieren. 
Anschließend  erfolgte  die  Zugabe  des  Reaktionspuffers  (Volumina  entsprechend  dem 
Probenvolumen),  in welchem NP‐40 zur Neutralisation des  im Puffer enthaltenen SDS enthalten  ist. 
Letztlich wurden  500 U  PNGaseF  zugegeben  und  für  3 h  bei  37°C  inkubiert.  Die  Deglykosylierung 
wurde abschließend via SDS‐PAGE (E.2.4.10) und anschließendem Western blot (E.2.4.12) analysiert. 
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E.2.4.8 Inhibition de novo Glykosylierung 
Zur Analyse des Glykosylierungsmuster von Proteinen wurde neben der in vitro Deglykosylierung die 
de  novo  Glykosylierung  von  Proteinen  in vivo  durch  Zugabe  von  Tunicamycin  zur  Zellkultur  zu 
analysierender Zellen verhindert. 
Eukaryotische Zellen wurden, wie unter E.2.3.4 beschrieben,  transfiziert, oder PBMC nach  Isolation 
stimuliert  (E.2.3.9).  Zur  Verhinderung  der  posttranslationalen  de  novo  Glykosylierung wurde  den 
beiden  Ansätzen  (Transfektion  respektive  Stimulation)  jeweils  Tunicamycin  (E.1.7)  in  einer 
Endkonzentration  von  3 µg/ml  zugefügt  und  unter  Standardbedingungen  kultiviert.  Zellen wurden 
anschließend, wie unter E.2.4.9 beschrieben, lysiert und der Gesamtproteingehalt bestimmt (E.2.4.6).  
Die Deglykosylierung wurde abschließend via SDS‐PAGE (E.2.4.10) und anschließendem Western blot 
(E.2.4.12) analysiert. 
 
E.2.4.9 Granzym B Aktivitätstest 
Transfizierte  293TT‐Zellen wurden mittels  Trypsin‐EDTA Behandlung  in  Suspension  gebracht. Nach 
Zentrifugation für 5 min bei 1.900 upm wurde das Zellpellet zweimal mit 1x PBS gewaschen und nach 
jedem Waschschritt, wie  eben  beschrieben,  zentrifugiert. Das  Zellpellet wurde  schließlich  in  5 ml 
1x PBS  aufgenommen  und  die  Zellzahl  bestimmt.  2x106  Zellen  wurden  in  ein 
Eppendorfreaktionsgefäß überführt und durch Zentrifugation  (5 min, 1.900 upm)  sedimentiert. Das 
Zellpellet wurde in 200 µl 293TT‐Lysepuffer (E.1.4.5) aufgenommen. Nach Zugabe von 1 µl Benzonase 
(E.1.7)  wurde  für  20 min  bei  0°C  inkubiert.  Anschließend  wurde  für  10 min  bei  13.000 upm 
zentrifugiert,  um  Zelltrümmer  und  Zellkerne  zu  sedimentieren.  Der  geklärte  Überstand  wurde 
anschließend  in  ein  neues  Eppendorfreaktionsgefäß  transferiert  und  entweder  direkt 
weiterverarbeitet  oder  bei  ‐20°C  gelagert.  In  einer  96‐Loch‐ELISA‐Platte  wurden  zunächst  225 µl 
GrzmB‐Reaktionspuffer  (E.1.4.5) mit  300 µM Granzym B  Substrat  (E.1.4.5)  vorgelegt,  anschließend 
erfolgte die Zugabe von 25 µl der geklärten Überstande. Von jeder Reaktion wurden jeweils Triplikate 
angefertigt. Es folgte eine Inkubation bei 37°C für 3 h. Letztlich wurde die Farbentwicklung bei 405nm 
mittels eines Spektrofotometers gemessen. 
Zur  Bestimmung  der  Reaktionskinetik  wurden  im  Reaktionsansatz  unterschiedliche 
Granzym B‐Substratkonzentrationen (40, 60, 90, 120, 150, 250, 300, 500 und 1000 µM) verwendet. 
Die einsetzende Farbreaktion wurde zusätzlich zu mehreren Zeitpunkten (0, 30, 60, 90, 120, 150, 180 
und  240  Minuten)  bei  405nm  vermessen.  Es  wurden  jeweils  Triplikate  angefertigt.  Um  die 
Reaktionskinetik  zu  bestimmen wurden  drei  unabhängige Analysen  durchgeführt. Aufgrund  hoher 
inter‐experimenteller Unterschiede zwischen den Resultaten wurden die Daten normalisiert  (Bravo 
et al., 2001). Als Referenzsubstratkonzentration wurden 120 µM gewählt und für diese Konzentration 
[S]  die  Kinetik  der  Reaktion  berechnet.  Durch  den  Normalisierungsprozess  konnten  die  Daten 
unabhängiger Experimente untereinander verglichen und kombiniert werden. Die erhaltenen Daten 
wurden mit dem Marquardt‐Levenberg Algorithmus angepasst (SIMFIT v10.0 Software Paket). 
Zur  Bestimmung  der  Substratspezifität  wurde  dem  Reaktionsansatz,  anstelle  des  Granzym  B 
Substrats, 1 µM Chymotrypsinsubstrat und der entsprechende Reaktionspuffer (E.1.4.5) zugefügt. Als 
Positivkontrolle dienten 10 U Chymotrypsin (E.1.4.5). Zur Bestimmung der Inhibitorspezifität wurden 
dem Reaktionsansatz verschiedene  Inhibitoren  (E.1.4.5)  in unterschiedlichen Konzentrationen  (1, 5, 
10, 20, 50, 100 nM) zugefügt. Auch hier wurden jeweils Triplikate angefertigt. 
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E.2.4.10 SDS­Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE) 
Die  in  der  vorliegenden  Arbeit  verwendeten  SDS‐Gele  bestanden  i.d.R.  aus  einem  Trenngel 
(Acrylamidgehalt  12,5 %)  und  einem  über  dem  Trenngel  befindlichen  Sammelgel 
(Acrylamidgehalt 3,0 %).  Ferner  enthielten  Trenn‐  und  Sammelgel  TRIS‐Puffer  (pH  8,0  respektive 
pH 6,8), Wasser, 10 % SDS‐Lösung, sowie APS und TEMED (E.1.4.6).  
Zur  Analyse  von  Proteinproben  wurde  zunächst  ein  SDS‐Polyacrylamidgel  angefertigt  und 
anschließend  in  eine  Elektrophoresekammer  eingespannt.  Die  Elektrophoresekammer  wurde  im 
Anschluss  daran  mit  1x  TGS‐Laufpuffer  (E.1.4.6)  gefüllt,  der  Probentaschenkamm  aus  dem  Gel 
entfernt und die Probentaschen ausgespült. 
Die  Proteinproben  wurden  mit  einem  SDS‐haltigen  Probenpuffer  (E.1.4.6)  vermischt  und  zur 
vollständigen Denaturierung der Proteine für 10 min bei 100°C aufgekocht. 15 µl der Probe wurden 
dann  in  eine  der  Probentaschen  pipettiert.  Zusätzlich wurden  10 µl  eines  Standardgrößenmarkers 
(E.1.4.6) aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei einer Spannung von 130 bis max. 250 V. Nach 
Beendigung der Elektrophorese wurde das Sammelgel jeweils abgetrennt und das Trenngel entweder 
mit Coomassie‐Blau‐Färbung angefärbt, oder für eine Western blot‐Analyse verwendet. 
 
E.2.4.11 Coomassie­Blau­Färbung von Proteinen nach SDS­PAGE 
Coomassie  Brilliant  Blue  Farbstoff  wird  typischerweise  zur  Färbung  von,  durch  Elektrophorese 
aufgetrennten, Proteinen in Polyacrylamidgelen verwendet. Der Farbstoff lagert sich unspezifisch an 
die basischen Seitenketten der  im Protein enthaltenen Aminosäuren an und färbt diese blau. In der 
vorliegenden Arbeit wurde das GelCode® Blue Stain Reagenz  (E.1.4.6) verwendet, welches auf den 
Eigenschaften des kolloidalen Coomassie G‐250 Farbstoffes beruht. 
Nach  Abschluss  des  elektrophoretischen  Trennvorgangs  der  Proteine wurde  das  Polyacrylamidgel 
zunächst  für  eine  Stunde  in Wasser  inkubiert. Durch diesen Waschprozess wurde das  im Gel und 
Laufpuffer  enthaltene  SDS  entfernt,  da  dieses  ansonsten  mit  dem  Färbevorgang  interferiert. 
Anschließend  wurde  das Wasser  entfernt,  20 ml  der  Coomassie‐Färbelösung  zugegeben  und  für 
mindestens  1 h  unter  Schütteln  inkubiert.  Nach  Beendigung  des  Färbevorgangs  wurde  die 
Coomassie‐Färbelösung verworfen und das angefärbte Gel in Wasser gewaschen. Zur Dokumentation 
und Aufbewahrung wurde das Gel zunächst getrocknet und anschließend fotografiert. 
 
E.2.4.12 Western blot Analyse (Immunoblot) 
Der  Immunoblot  wurde  in  der  vorliegenden  Arbeit  u.A.  dazu  verwendet,  um  die  Expression 
bestimmter Proteine nach Transfektion in eukaryotischen Zellen zu analysieren.  
Um Proteine durch den Einsatz spezifischer Antikörper im Western blot nachzuweisen, wurden diese 
zunächst  mittels  SDS‐PAGE  (E.2.4.10)  der  Größe  nach  aufgetrennt  und  anschließend  durch 
Anwendung  der  Western  blot‐Technik  auf  eine  Nitrozellulosemembran  transferiert.  Daraufhin 
konnten die Proteine auf der Membran mit spezifischen Antikörpern detektiert werden. 
Für den Transfer der Proteine von einem SDS‐Polyacrylamidgel auf die Nitrozellulosemembran wurde 
das Semi‐Dry Blotting‐Verfahren angewendet. Hierzu kam eine sogenannte Halbtrocken‐Blotkammer 
zum Einsatz. Auf die Anodenplatte wurden zunächst drei Lagen von, zuvor  in EMBL‐Puffer  (E.1.4.7) 
getränktem, 3M Whatman‐Papier (E.1.4.7) gelegt. Auf die Filterpapiere wurde eine, ebenfalls zuvor 
kurz  in  EMBL‐Puffer  getränkte,  Nitrozellulosemembran  (E.1.4.7)  gelegt.  Hierauf  wurde  dann  das 
Polyacrylamidgel  luftblasenfrei  aufgebracht.  Abschließend  wurden  erneut  3  Lagen  3M 
Whatman‐Papier  aufgelegt.  Die  Filterpapiere  sowie  die  Nitrozellulosemembran  wurden 
entsprechend der Größe des Polyacrylamidgeles geschnitten. 
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Um  Luftblasen  zwischen  den  einzelnen  Schichten  zu  vermeiden, wurden  diese  durch  vorsichtiges 
Rollen mit einer Glaspipette entfernt und anschließend die Kathodenplatte aufgesetzt. Der Transfer 
der  Proteine  wurde  durch  Anlegen  eines  elektrischen  Feldes  (0,8 mA  pro  cm2  Gelfläche)  für  1 h 
durchgeführt.  Nach  Beendigung  des  Transfers  wurde  die  Nitrozellulosemembran  für  1 h  in WB‐
Blockpuffer  (E.1.4.7)  inkubiert,  um  alle  noch  freien  Proteinbindungsstellen  auf  der Membran  zu 
blocken. Der  Primärantikörper  (E.1.2.5.1) wurde  in WB‐Blockpuffer  verdünnt  (siehe  hierzu  jeweils 
Erläuterungen  zum  jeweiligen  Experiment  im  Ergebnisteil)  und  für  mindestens  1 h  bei 
Raumtemperatur, oder über Nacht bei 4°C,  inkubiert. Um ungebundenen Antikörper vollständig zu 
entfernen,  wurde  die Membran  vor  Zugabe  des  Sekundärantikörpers  dreimal  je  10 Minuten mit 
1x PBS/0,3 %  Tween®20  gewaschen.  Anschließend  erfolgte  die  Zugabe  des  HRP‐gekoppelten 
Sekundärantikörpers  (1:3000  in WB‐Blockpuffer  / E.1.2.5.2) mit darauffolgender  Inkubation  für 1 h 
bei  Raumtemperatur. Nach  der  Inkubation wurde  erneut, wie  oben  beschrieben,  gewaschen. Die 
Nitrozellulosemembran  wurde  kurz  mit  Hilfe  eines  Papiertuches  getrocknet  und  in  eine  Schale 
gegeben. Es folgte die Zugabe der ECL‐Detektionslösung (E.1.4.7) und es wurde für drei Minuten bei 
RT inkubiert. Das in der ECL‐Detektionslösung enthaltene Substrat wird durch das an den Antikörper 
gekoppelte Enzym HRP zur Chemilumineszenz angeregt, welche durch Exposition eines Röntgenfilms 
detektiert wurde. Nach der  Inkubation wurde die Membran erneut getrocknet  (siehe oben) und  in 
eine  Röntgenfilmkassette  eingelegt.  In  einer  Dunkelkammer  wurden  anschließend  Röntgenfilme 
aufgelegt und entwickelt. 
 
E.2.4.13 Immunfluoreszenz 
Die Technik der  Immunfluoreszenz  (IF) wird verwendet, um Proteine  innerhalb von eukaryotischen 
Zellen  in  ihrer  nativen  Konformation  zu  detektieren  und  um  ihre  subzelluläre  Lokalisation  zu 
bestimmen. Hierzu werden die Proteine mittels eines, mit einem  Fluoreszenzfarbstoff markierten, 
Antikörper detektiert. 
In  der  hier  beschriebenen Arbeit  diente  die  Immunfluoreszenz  zur  Bestimmung  der  Fähigkeit  der 
hergestellten monoklonalen Antikörper, an Proteine in ihrer nativen Konformation zu binden. Hierzu 
wurden  zunächst  1x106  eukaryotische  Zellen  in  10 cm‐Zellkulturschalen,  in  die  zuvor  sterile 
Deckgläschen  (Ø 12 mm)  gelegt wurden, pipettiert und unter  Standardbedingungen  kultiviert. Am 
Folgetag wurden die Zellen, wie unter E.2.3.4 beschrieben, transfiziert und für weitere 48 h kultiviert. 
Das Zellkulturmedium wurde danach  verworfen, die Zellen  vorsichtig mit 10 ml 1x PBS gewaschen 
und die Deckgläschen daraufhin  in eine 12‐Loch‐Zellkulturplatte  transferiert. Anschließend wurden 
die Zellen durch Zugabe  von  je 1 ml  vorgekühltem Ethanol pro  Loch auf den Deckgläschen  fixiert. 
Nach  zehnminütiger  Inkubation bei Raumtemperatur wurde der Ethanol  verworfen und die Zellen 
erneut mit 1x PBS gewaschen (1 ml/Loch). Es folgte die Zugabe von 2 ml IF‐Blockpuffer (E.4.1.7) pro 
Loch mit anschließender Inkubation für 30 Minuten bei Raumtemperatur. 
Im  Anschluss  an  die  Inkubationszeit  wurde  der  Blockpuffer  verworfen  und  je  1 ml  des,  in 
IF‐Blockpuffer  verdünnten,  Primärantikörpers  (E.1.2.5.1  /je  1:100  in  IF‐Blockpuffer;  Seren  1:50) 
zugegeben.  Nach  Inkubation  für  eine  Stunde  bei  Raumtemperatur,  wurde  der  Primärantikörper 
durch  dreimaliges  Waschen  für  jeweils  10 Minuten  mit  2 ml  1x PBS/0,3 % Tween®20  pro  Loch 
entfernt. Schließlich wurde pro Loch 1 ml des entsprechenden Sekundär‐ bzw. Detektionsantikörpers 
(E.1.2.5.2 /  je 1:400  in  IF‐Blockpuffer) zugegeben und erneut  für eine Stunde bei Raumtemperatur 
inkubiert. Zusätzlich wurde der Antikörperlösung der Farbstoff DAPI  (E.1.4.7) zur Färbung der DNA 
(Anlagerung an AT‐reiche Regionen innerhalb der kleinen Furche des DNA‐Doppelstrangs) im Zellkern 
zugegeben. 
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Bei diesem Inkubationsschritt wurde die 12‐Loch‐Zellkulturplatte mit Aluminiumfolie umwickelt, um 
den  lichtsensitiven Fluoreszenzfarbstoff vor dem Ausbleichen zu schützen. Nach dem Abgießen der 
Sekundärantikörperlösung  wurden  die  Deckgläschen  nochmals,  wie  oben  beschrieben,  dreimal 
gewaschen,  um  ungebundenen  Antikörper  vollständig  zu  entfernen.  Abschließend  wurden  die 
Deckgläschen  vorsichtig  auf Objektträger überführt,  auf denen  zuvor ein  kleiner Tropfen  Fluoprep 
(E.1.8) aufgebracht wurde. 
Hierbei  wurde  die  Seite,  auf  der  sich  die  Zellen  befinden,  nach  unten  auf  dem  Objektträger 
ausgerichtet.  Die  Immunfluoreszenz  wurde  letztlich  mittels  eines  Immunfluoreszenzmikroskops 
analysiert und zur Archivierung fotografiert. 
 
E.2.4.14 GST­capture ELISA 
In der vorliegenden Arbeit wurden unterschiedliche Variationen des hier beschriebenen GST‐capture 
ELISA durchgeführt. Das Testsystem wurde zur Detektion von Antikörpern  in Zellkulturüberständen 
oder in Seren immunisierter Versuchstiere angewendet.  
Zunächst wurden  50 µl  einer  1:500  Verdünnung  von Glutathion‐Casein  (E.1.4.8)  in  Coating‐Puffer 
(E.1.4.8)  in  jedes Loch einer 96‐Loch‐ELISA Platte (E.1.4.8) pipettiert und anschließend bei 4°C über 
Nacht inkubiert. Am Folgetag wurde die Glutathion‐Casein Lösung verworfen und jedes Loch dreimal 
mit 1x PBS/0,3 % Tween®20 gewaschen. Danach wurden  in jedes Loch 100 µl Blockpuffer 2 (E.1.4.8) 
pipettiert und  für 1 h bei 37°C  inkubiert. Nach Verwerfen des Casein‐Blockpuffers wurden 100 µl 
eines  GST‐Bakterienlysates,  welches  das  gewünschte  GST‐Fusionsprotein  enthält,  in  die 
entsprechenden Löcher gegeben. Nach einstündiger Inkubation bei 37°C wurde erneut dreimal, wie 
oben  beschrieben,  gewaschen.  Es  folgte  die  Zugabe  (50 µl/Loch)  der  zu  analysierenden 
Antikörperlösung:  Seren  immunisierter  Tiere  wurden  1:50  verdünnt;  Zellkulturüberstände  von 
Hybridomzellen wurden unverdünnt aufgetragen. Es wurde erneut für 1 h bei 37°C  inkubiert. Nach 
abermaligem Waschen (siehe oben) erfolgte die Zugabe von 50 µl/Loch einer 1:3000 Verdünnung des 
Detektionsantikörpers  (Gampo, respektive Garpo  (E.1.2.5.2)) mit anschließender  Inkubation  für 1 h 
bei  37°C.  Um  ungebundene  Detektionsantikörper  vollständig  zu  entfernen,  wurde  am  Ende 
siebenmal mit je 100 µl/Loch 1x PBS/0,3 % Tween®20 gewaschen. Schließlich erfolgte die Zugabe von 
100 µl/well  der  Substratlösung  (E.1.4.8).  Die  einsetzende  Farbreaktion  wurde,  je  nach  Intensität, 
5 ‐ 10 Minuten nach Zugabe der Substratlösung, bei einer Wellenlänge von 405 nm, mit Hilfe eines 
Spektrofotmeters vermessen. 
 
E.2.4.15 Sandwich­ELISA 
Mit Hilfe des sogenannten Sandwich‐ELISA sollten Seren immunisierter Versuchstiere auf spezifische 
α‐BPV 1  CVLP‐Antikörper  getestet  werden.  Zusätzlich  wurde  der  ELISA  zur  Analyse  der  BPV 1 
CVLP‐Partikelpräparation (E.2.4.4) eingesetzt. 
In eine 96‐Loch‐ELISA Platte  (E.1.4.8) wurden 100 µl pro Loch des  in PBS verdünnten  sogenannten 
capture‐Antikörper (3.6. / 1:400 Verdünnung / E.1.2.5.1) pipettiert und über Nacht bei 4°C inkubiert. 
Als Negativkontrolle diente eine ELISA‐Platte, welche nur mit PBS behandelt wurde. Am nächsten Tag 
wurde die Antikörperlösung dekantiert und die Platte 3x mit  je 100 µl/Loch 1x PBS/0,3 % Tween®20 
gewaschen.  Durch  Zugabe  von  je  100 µl  Blockpuffer  1  (E.1.4.8)  pro  Loch  und  anschließender 
Inkubation  bei  37°C  für  eine  Stunde,  sollten  unspezifische  Bindungsstellen  auf  der  ELISA‐Platte 
geblockt werden. Der Blockpuffer wurde danach abgegossen und das Antigen auf die ELISA‐Platte 
aufgetragen (100 µl/Loch). Es wurde wiederum für eine Stunde bei 37°C  inkubiert und daraufhin 3x 
wie oben beschrieben gewaschen. 
  
Material und Methoden  68 
Zur Detektion des Antigens  folgte die Zugabe des entsprechenden Detektionsantikörpers:  Im  Falle 
der Analyse von Seren immunisierter Versuchstiere wurden diese 1:100 in einem Volumen von 100 µl 
in  Blockpuffer  1  verdünnt  und  für  eine  Stunde  bei  37°C  inkubiert.  Zur  Analyse  der  BPV 1  CVLP‐
Partikelpräparation wurde der Detektionsantikörper  (Serum # 10  / E.1.2.5.1) 1:1000  in Blockpuffer 
verdünnt,  aufgetragen  (100 µl/Loch).  Die  Platten wurden  nach  einer  einstündigen  Inkubation  bei 
37°C 3x mit  je 100 µl 1x PBS/0,3 % Tween®20 gewaschen. Danach erfolgte die Zugabe eines gegen 
den  Detektionsantikörper  gerichteten  Sekundärantikörpers  (E.1.2.5.2  /  100 µl/Loch).  Auch  bei 
diesem Schritt wurde bei 37°C für eine Stunde  inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde die Platte 
siebenmal gewaschen. Es schloss sich die Zugabe von 100 µl Substratlösung (E.1.4.8) pro Loch an. Die 
einsetzende Farbreaktion wurde, je nach Intensität, 5 ‐ 10 Minuten nach Zugabe der Substratlösung, 
bei einer Wellenlänge von 405 nm, mit Hilfe eines Spektrofotmeters vermessen. 
 
E.2.4.16 ELISPOT zum Nachweis des equinen Granzym B Proteins 
Zum Nachweis der Granzym B‐Expression in stabil oder transient transfizierten Säugerzellen sowie in 
equinen Lymphozyten wurde ein ELISPOT durchgeführt. 
96‐Loch‐ELISPOT‐Reaktionsplatten wurden zunächst für 30 Sekunden mit 50 µl 70 % Ethanol (reinst.) 
pro  Reaktionsloch  behandelt.  Anschließend wurde  der  Ethanol  verworfen  und  die  Platten  3x mit 
1x PBS gewaschen  (100 µl/Loch). Es schloss sich die Beschichtung der Reaktionsoberfläche mit den 
jeweils verwendeten mono‐, sowie polyklonalen Antikörpern an (E.1.2.5.1 und Ergebnisteil F.2). Die 
Antikörper wurden hierzu 1:100  (5 ng/µl)  in 1x PBS verdünnt und 100 µl wurden  je Reaktionsloch 
zugegeben.  Die  Platten  wurden  daraufhin  über  Nacht  bei  4°C  inkubiert.  Am  Folgetag  wurde  die 
Antikörperlösung  abgenommen  und  die  Reaktionsplatten  mit  je  100  µl/Loch  1x  PBS  dreimalig 
gewaschen. Anschließend wurden zum Blocken unbesetzter Bindungsstellen auf der Oberfläche der 
Reaktionslöcher je 150 µl Blockpuffer (E.1.4.9) zugegeben und für mindestens 2h bei 37°C inkubiert. 
Nachdem der Blockpuffer verworfen und die Platte einmal mit 1x PBS gewaschen wurde, folgte die 
Zugabe  der  Zellen  zu  den  jeweiligen  Reaktionslöchern.  Die  Zellen  wurden  jeweils  in  Duplikaten 
aufgetragen um Artefakte und unspezifische Reaktionen besser bewerten zu können. Transient und 
stabil  transfizierte Zellen wurden  in einer  Startzellzahl  von 5x103 Zellen pro Reaktionsloch, equine 
Lymphozyten  in  einer  Startzellzahl  von  1x106  pro  Loch,  ausgebracht  (Gesamtvolumen  Start: 
200 µl/Reaktionsloch). Abbildung 4 zeigt zum besseren Verständnis beispielhaft das Auftragschema 
eines ELISPOT. Anschließend wurden die Zellen  titriert und daraufhin  für mindestens 18h bei 37°C 
inkubiert. 
Im  Falle der  equinen  Lymphozyten  erfolgte  vor der  Inkubation noch die  Zugabe unterschiedlicher 
Agenzien  zur  Stimulation  der  eqGrzmB‐Expression.  Zugegeben  wurden:  a)  Pokeweed  Mitogen 
(E.1.4.9 / Endkonzentration 25 ng/Loch), PHA‐L (E.1.4.9) Endkonzentration 5 µg/Loch), 
PMA/Ionomycin  (E.1.5.3 / 3 ng / 30 ng pro Loch), EHV‐1  (E.1.1.2 / Stock 1:500), BPV 1 L1/E7 CVLP 
(1,5 µg/Loch).  Alle  Substanzen  wurden  in  einem  Endvolumen  von  25  µl/Loch  ausgebracht.  Alle 
bisherigen Reaktionsschritte wurden unter sterilen Bedingungen durchgeführt. 
Nach  erfolgter über Nacht‐Inkubation wurden  die  Zellen  verworfen und  pro Reaktionsloch  100 µl 
Waschpuffer zugegeben und für 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde die 
Platte  dreimal mit Waschpuffer  und  dreimal mit H2O  gewaschen.  Es  folgte  die  Zugabe  der  1:100 
verdünnten  biotinylierten  Detektionsantikörper  (8D8,  XIXG7,  Serum  #80  /  je  5  ng/µl)  zu  den 
Reaktionslöchern  (100  µl/Loch),  welche  für  90  Minuten  bei  37°C  inkubiert  wurden.  Um 
ungebundenen Antikörper zu entfernen, wurde die Reaktionsplatte anschließend 3x mit Waschpuffer 
gewaschen. 
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Hieran schloss sich die Zugabe des zur Detektion des Biotins eingesetzten Streptavidin an. Zu Beginn 
der  Analysen  wurde  ein  AKP‐gekoppeltes  Streptavidin  (E.1.4.9)  verwendet,  welches  nach 
Substratzugabe (BCIP/NBT) zu blauen Signalen im ELISPOT führt. In späteren Untersuchungen wurde 
Streptavidin‐Poly‐HRP  (E.1.4.9)  verwendet,  an  welches  mehrere  Enzyme  HRP  gekoppelt  sind. 
Hierdurch sollte die Sensitivität der Nachweisreaktion erhöht werden. 
Nach Substratzugabe (E.1.4.9) bildet das Streptavidin‐Poly‐HRP rote Präzipitate (vgl. Abbildungen im 
Ergebnisteil).  Von  den  jeweiligen  Streptavidin‐Konjugaten  wurden  jeweils  100 µl/Reaktionsloch 
verwendet, Streptavidin‐AKP wurde hierbei 1:1000 verdünnt, Streptavidin‐Poly‐HRP 1:400 verdünnt 
eingesetzt.  Nach  45‐minütiger  Inkubation  bei  RT  wurde  das  jeweilige  Streptavidin‐Konjugat 
verworfen  und  die  Reaktionsplatte  7x  mit  Waschpuffer  gewaschen  und  anschließend  durch 
aufklopfen gut getrocknet. Schließlich erfolgte die Substratzugabe (100 µl/Loch): für Streptavidin‐AKP 
wurde das  ready‐to‐use Substrat BCIP/NBT  (E.1.4.9),  für Streptavidin‐Poly‐HRP das Substrat AEC  in 
Acetatpuffer  (E.1.4.9)  eingesetzt.  Nach  5  ‐  20  Minuten  Inkubation  bei  Raumtemperatur  (die 
Inkubationszeit richtet sich nach der Signalintensität; wurde hierbei ständig überwacht) wurden die 
Platten mit Wasser gründlich gewaschen und anschließend bei 4°C  im Kühlschrank getrocknet. Am 
nächsten  Tag  konnte  die  Platte  mit  Hilfe  eines  ELISPOT‐Lesegerätes  analysiert  und  die  Anzahl 
eqGrzmB‐positiver Zellen quantifiziert werden. 
E.2.4.17 Immunisierungen von Versuchstieren 
In der vorliegenden Arbeit wurden Versuchstiere zu verschiedenen Zwecken immunisiert. Zum einen 
dienten sowohl die DNA‐ als auch die Protein‐Immunisierungen von Mäusen (BALB/c) zur Herstellung 
monoklonaler Antikörper,  zudem wurde ein Kaninchen  zur Herstellung von polyklonalen Antiseren 
mit  Proteinen  immunisiert.  Desweiteren  wurden  im  Rahmen  einer  Immunisierungsstudie,  zur 
Evaluierung der  Immunogenität und klinischen Effizienz von BPV 1 L1/E7 chimären Virus‐ähnlichen 
Partikeln,  Esel  mit  Proteinen  vakziniert.  Im  Folgenden  werden  die  verschiedenen 
Immunisierungstechniken in Bezug auf die jeweilige Aufgabenstellung kurz erläutert.  
Abbildung 4: Auftragschema ELISPOT (allgemein)
Reihe  A/E:  200  µl  der  entsprechenden  Zellsuspension  wurden  vorgelegt  (i.d.R.  5x103  Zellen  /  100  µl  für
transfizierte  Zellen  [ED  und  293TT];  1x106  Zellen  /  100  µl  für  eqPBMC).  Reihen  B‐D  sowie  F‐H:  serielle
Verdünnungsreihe  (1:2  Titrationsschritte)  der  jeweiligen  Zellsuspension.  Spalten  1‐12:  die  jeweilige  zu
analysierende Zellsuspension wurde doppelt aufgetragen. Im Falle der eqPBMC wurden jeweils 25 µl/Loch des
entsprechenden  Stimulus  (siehe  Text)  zugegeben.  Im  Laufe  der  Arbeit  kam  es  zu  Abweichungen  vom  hier
dargestellten allgemeinen Auftragschema. 
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E.2.4.17.1 Proteinimmunisierung von Mäusen 
Eine Gesamtproteinmenge  zwischen 25 und 100 µg eines GST‐Fusionsproteins  in  Freund Adjuvans 
(E.1.7  /  komplett  für  erste  Immunisierung  und  inkomplett  für  weitere  Immunisierungen  / 
Gesamtvolumen  100 µl)  wurde  Mäusen  mit  einer  0,3 mm  Kanüle  subkutan  in  die  Nackenfalte 
verabreicht. Insgesamt erhielten die Tiere 3 ‐ 4 Folgeimmunisierungen im Abstand von je 14 Tagen. 
 
E.2.4.17.2 DNA‐Immunisierungen von Mäusen 
Zur DNA‐Immunisierung wurden  zwei unterschiedliche Techniken angewendet. Die Mäuse wurden 
hierzu jeweils durch Isofluran narkotisiert. 
a) Intramuskuläre Immunisierung 
Zunächst wurden  die Haare  an  den  beiden  Injektionsstellen  (tibialis  anterior)  durch  Rasur 
entfernt und die  Stelle desinfiziert.  Fünf Tage  vor der  Immunisierung wurde den Tieren  in 
beide Muskeln mittels einer 0,3 mm Kanüle  je 50 µl Cardiotoxin  (E.1.7  / 10 µM) appliziert. 
Hierdurch sollte die Aufnahme der Plasmid‐DNA in die Zellen optimiert werden. 
Je  50 µl  der  Plasmid‐DNA  Lösung  (1 µg/µl) wurde  schließlich mittels  einer  0,3 mm  Kanüle 
intramuskulär verabreicht. 
  
b) Intradermale Immunisierung 
Zunächst wurden die Haare an der Injektionsstelle (Rückenbereich) entfernt (Nassrasur) und 
die Stelle desinfiziert. Zweimal je 10 µl der Plasmid‐DNA Lösung (2 ‐ 5 µg/µl) wurden auf die 
Injektionsstelle  mit  einer  20 µl  Gilsonpipette  aufgebracht  und  mit  Hilfe  einer 
Tattoowierapparatur  (E.1.9)  in  die  Haut  appliziert.  Hierzu  wurde  eine  „5er  Liner‐Nadel“ 
(E.1.9) mit  einer  Einstichtiefe  von  0,5 mm  bei  einer  Stichfrequenz  von  100 Hz  verwendet. 
Durch visuelle Überprüfung wurde sichergestellt, dass der aufgebrachte Tropfen komplett in 
die Haut eingebracht wurde. 
 
Im Abstand von zwei Wochen wurden die Tiere  insgesamt viermal  immunisiert, wobei z.T. anstelle 
der DNA‐Immunisierung mit Protein immunisiert werde (Mengen wie unter E.2.4.18.1 beschrieben). 
 
Je 10 Tage nach der Immunisierung wurde Blut entnommen und auf das Vorhandensein spezifischer 
Antikörper per IF (E.2.4.13) oder WB (E.2.4.12) untersucht.  
 Drei Tage vor der Entnahme der Milzzellen, zur Herstellung von Hybridomzellen (E.2.3.6), wurde den 
Mäusen nochmals 100 µg des entsprechenden GST‐Fusionsproteins intraperitoneal mit einer 0,3 mm 
Kanüle in einem Gesamtvolumen von 150 µl verabreicht. 
 
E.2.4.17.3 Protein‐Immunisierung von Kaninchen 
Eine  Gesamtproteinmenge  von  je  100 µg  eines  GST‐Fusionsproteins  in  Freund  Adjuvans  (E.1.7  / 
komplett  für erste  Immunisierung und  inkomplett  für weitere  Immunisierungen  / Gesamtvolumen 
200 µl)  wurde  dem  Kaninchen  dorsal  subkutan  appliziert.  Insgesamt  wurde  das  verwendete 
Kaninchen  fünfmal mit  je  100 µg  Protein  immunisiert. Dem  Kaninchen wurde  14 Tage  nach  jeder 
Immunisierung Blut entnommen und auf das Vorhandensein von spezifischen Antikörpern hin mittels 
IF (E.2.4.13) und WB (E.2.4.12) analysiert. 
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E.2.4.17.4 Protein‐Immunisierung von Eseln 
Das BPV 1 L1/E7 CVLP‐Vakzin wurde den Versuchstieren von Mitarbeitern der Universität Glasgow im 
Abstand  von  2 ‐ 3  Wochen  in  einer  Dosis  von  88 µg  Protein  in  PBS  intramuskulär  appliziert. 
Kontrolltiere  erhielten  anstelle  des  Vakzins  nur  PBS.  Die  Tiere  erhielten  die  Immunisierung 
(BPV 1 L1/E7 CVLP oder PBS) an den Tagen 0, 14, 35, 49, 70, 95 und 112. Die Immunisierung wurde 
durch  einen  Tiermediziner  unter  Aufsicht  des  Versuchskoordinators  (Prof.  S.Campo  und  Dr.  H. 
Ashrafti,  Universität  Glasgow)  durchgeführt. Weitere  Details  zur  Studienplanung  und  Gestaltung 
siehe Ergebnisteil (F.4). 
 
E.2.4.18 Pseudovirionen­Neutralisations­Test 
Mit Hilfe  des  Pseudovirionen‐Neutralisations‐Tests  ist  es möglich,  das  Potential  eines  Antikörpers 
und/oder Antiserums zur Neutralisation einer viralen Infektion zu determinieren. In der vorliegenden 
Arbeit diente der Test zur Überprüfung des Neutralisations‐Potentials der Seren‐immunisierten Esel 
im Rahmen der BPV 1 L1/E7 CVLP‐Vakzinierungsstudie (siehe hierzu Ergebnisteil F.4). 
Der Test basiert auf der Fähigkeit von PV Virus‐ähnlichen Partikeln, Plasmid‐DNA aufzunehmen und 
in  Zielzellen  einzubringen. Durch  gleichzeitige  Co‐Transfektion  von  eukaryotischen  Zellen mit  den 
beiden PV‐Kapsidproteinen L1 und L2, gemeinsam mit einem SEAP‐ (secreted alkaline phosphatase) 
Reporterplasmid,  entstehen  Virus‐ähnliche  Partikel,  welche  das  Reporterplasmid  tragen.  Nach 
Infektion von eukaryotischen Zellen mit diesen sogenannten Pseudovirionen, exprimieren diese das 
Reporterenzym SEAP, welches anschließend  in einer enzymatischen Reaktion  im Zellkulturmedium 
nachgewiesen werden kann: Umsetzung des zugegebenen Substrates durch das Enzym resultiert  in 
Lichtemission  /  Lumineszenz).  Durch  Zugabe  von  PV‐neutralisierenden  Antikörpern  zum 
Infektionsvorgang kann dieser verhindert werden, womit das Reporterplasmid nicht übertragen wird 
und es in der Folge nicht zur Expression des SEAP Reporterenzyms kommt. Die relative Lumineszenz, 
welche anschließend gemessen wird, ist somit ein Maß für die Fähigkeit der analysierten Antikörper 
bzw.  Antiseren,  die  Infektion  zu  verhindern  (je  geringer  die  relative  Lumineszenz,  je  höher  das 
Neutralisations‐Potential). Somit können durch dieses Verfahren Antikörper oder Blutseren auf  ihre 
Fähigkeit hin, eine PV‐Pseudovirioneninfektion zu neutralisieren, untersucht werden. 
Hierzu wurden zunächst in einer 96‐Loch‐Zellkulturplatte 150 µl 293TT Zellen (1,5x105 Zellen/ml) pro 
Loch ausgesät und für 24h unter Standardbedingungen kultiviert. Am Folgetag wurden BPV 1 L1/L2 
SEAP Pseudovirionen (E.1.1.2) in D‐MEM Zellkulturmedium 1:5000 vorverdünnt. Hierbei richtete sich 
das  Volumen  der  Pseudovirionenvorverdünnung  an  der  Anzahl  zu  testender  Seren.  Anschließend 
wurden die  Eselseren  in der BPV 1‐Pseudovirionenvorverdünnung 1:500  in  einem Volumen  von  je 
500 µl  verdünnt  und  für  30 Minuten  bei  Raumtemperatur  inkubiert.  Als  Positivkontrolle  für  die 
Neutralisation  wurde  der  Reaktion  ein  PV‐neutralisierender  Antikörper  (Serum  #10  /  E.1.2.5.1) 
zugefügt.  Als  Negativkontrolle  dienten  Löcher  ohne  Antikörper  (Pseudovirionen  alleine).  Zudem 
dienten, als weitere Kontrollen, Löcher ohne Behandlung  (nur 293TT‐Zellen) oder Löcher,  in denen 
die  Pseudovirionen mit  einem  unspezifischen  Antikörper  (α‐GST  /  E.1.2.5.1)  vorinkubiert wurden. 
Nach  30‐minütiger  Inkubationszeit  wurde  der  Zellkulturmediumüberstand  der 
96‐Loch‐Zellkulturplatten  vorsichtig  abgenommen  und  jeweils  150 µl  der  Serum‐Pseudovirionen 
Lösung  zu  den  293TT‐Zellen  pipettiert  und  für  5  Tage  unter  Standardbedingungen  kultiviert.  Zur 
Detektion des Enzyms SEAP im Zellkulturüberstand diente ein SEAP‐Detektions‐Kit (E.1.4.10). 
Zunächst wurden die 96‐Loch Zellkulturplatten für 10 Minuten bei 4°C und 1.000 upm zentrifugiert, 
um den Zellkulturüberstand zu klären und einen Übertrag von Zellen und/oder Zelltrümmern  in die 
weiteren Arbeitsschritte zu verhindern. 
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Zwischenzeitlich wurde in einer 96‐Loch‐LIA Platte (E.1.4.10) 45 µl Puffer 3 pro Loch vorgelegt. Nach 
Beendigung der Zentrifugation wurden je 15 µl des geklärten Zellkulturüberstandes pro Loch auf die 
96‐Loch‐LIA  Platte  übertragen,  gut  gemischt  und  danach  für  30 Minuten  bei  65°C  inkubiert. 
Hierdurch  sollte  die  endogene  alkalische  Phosphatase  inaktiviert  werden,  um  somit  das 
Hintergrundsignal der Reaktion zu minimieren. Auf die Inkubation folgte die Zugabe von 50 µl Puffer 
2 und darauffolgender  Inkubation  für 5 Minuten bei Raumtemperatur. Währenddessen wurde die 
Substratlösung durch Mischen von 5 µl  Lösung 1a und 95 µl  Lösung 1b  (ausreichend  für 2  Löcher) 
vorbereitet. Pro Loch wurden schließlich 50 µl Substratlösung zugegeben, die Lösungen gut vermischt 
und nach 10‐minütiger Inkubation bei Raumtemperatur die Lumineszenz 
mittels eines Multiplate‐Lesegerätes (E.1.9) vermessen.
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F. Ergebnisse 
Hauptziel der vorliegenden Dissertation war die Etablierung eines Nachweisverfahrens zur Detektion 
zytotoxischer  T‐Zellen  in  Equiden. Hierzu  sollte  ein  ELISPOT‐Nachweisverfahren  zur Detektion  des 
CD8+  T‐Zell‐  (und NK‐Zell‐) Markerproteins Granzym B bereitgestellt werden.  Zunächst musste die 
cDNA‐Sequenz  für  equines  Granzym  B‐Protein  isoliert  und  charakterisiert  werden.  Anschließend 
wurden Antikörper gegen das Protein generiert und diese  im ELISPOT eingesetzt.  In den  folgenden 
Abschnitten  ist  zunächst  die  Isolation  der  eqGrzmB‐cDNA‐Sequenz,  anschließend  die  Herstellung 
monoklonaler  α‐eqGrzmB‐Antikörper  und  schließlich  die  Erprobung  dieser  Antikörper  im  ELISPOT 
beschrieben.  Der  letzte  Teil  der  Ergebnissektion  beschreibt  die  Resultate  der 
Eselimmunisierungsstudie,  die  in  einem  Kooperationsprojekt  mit  der  Arbeitsgruppe  von 
Prof. S. Campo (Universität Glasgow) durchgeführt wurde. 
 
F.1 Isolation der equinen Granzym B­cDNA 
In der vorliegenden Arbeit sollte die cDNA‐Sequenz (complementary DNA) für das equine Granzym B 
(eqGrzmB)  ‐Protein  isoliert,  kloniert  und  charakterisiert werden.  Zur  Isolation  der  cDNA‐Sequenz 
wurden zwei Methoden angewendet. 
1. Um  erste  cDNA‐Sequenzinformationen  zu  gewinnen,  sollten  mittels  SMART‐RACE  das 
5‘‐Ende, sowie das 3‘‐Ende der eqGrzmB‐cDNA kloniert werden. 
2. Aus  den  gewonnenen  Sequenzinformationen  sollten  neue  Oligonukleotidprimer  erstellt 
werden, mit deren Hilfe eine RT‐PCR zur Amplifikation des kompletten offenen Leserasters 
der eqGrzmB‐cDNA durchgeführt werden kann. 
Zur Herstellung der Oligonukleotidprimer, welche  für das SMART‐RACE Verfahren benötigt werden, 
wurden  in einem ersten Schritt cDNA‐Sequenzen bereits  isolierter und charakterisierter Granzym B 
Proteine verschiedener Spezies miteinander verglichen und auf Homologien untersucht. Abbildung 5 
zeigt  einen  solchen  Sequenzvergleich  der  cDNA‐Sequenzen  der  Granzym  B‐Proteine  aus Mensch, 
Maus und Ratte, bei welchem Bereiche hoher Homologie blau dargestellt sind.  
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Phylogenetische  Untersuchungen  zeigten,  dass  Granzyme  innerhalb  einer  Subfamilie  (z.B. 
Granzym B)  Sequenzhomologien  von  bis  zu  70 %  aufweisen  (Trapani,  2001).  Aufgrund  dieser 
Annahme  und  der  durchgeführten  Analyse  (Abb.  5)  wurden  Oligonukleotidprimer  innerhalb  der 
Homologiebereiche  bekannter  Granzym  B‐cDNA‐Sequenzen  angefertigt,  welche  im  SMART‐RACE 
Verfahren eingesetzt wurden (E.2.1.14). 
Als  Quelle,  der,  für  die  beiden  oben  aufgeführten  Methoden  benötigten,  Gesamt‐RNA,  dienten 
equine periphere Blutlymphozyten (eqPBMC), welche aus einer Pferde‐Vollblutprobe isoliert wurden. 
Die  Lymphozyten  wurden  zunächst  über  einen  Ficoll‐Dichtegradienten  aufgereinigt,  die  Zellzahl 
bestimmt und anschließend die Gesamt‐RNA isoliert und analysiert. In Abbildung 6 a) ist beispielhaft 
ein solcher Ficoll‐Dichtegradient dargestellt: deutlich zu erkennen sind die peripheren Lymphozyten 
(grauer Ring / Pfeil) in der Mitte des Gradienten. Im Pellet befinden sich Erythrozyten; oberhalb der 
Lymphozyten  findet  sich  das  Blutplasma. Abbildung  6  b)  zeigt  die  elektrophoretische Analyse  der 
isolierten  Gesamt‐RNA  (Darstellung  exemplarisch  für  zwei  Aufreinigungen).  Zu  erkennen  sind  die 
beiden prominenten Banden der  ribosomalen RNA‐Moleküle 23S und 16S  rRNA, die  innerhalb der 
Zelle  in  der  größten  Konzentration  vorliegen.  Isolierte  Boten‐RNA  (messenger‐RNA:  mRNA)  ist 
aufgrund der unterschiedlichen Größen über die gesamte Spur verteilt (in der Abbildung nur schwer 
als „RNA‐Schmier“ zu erkennen). Aufgrund des Vorhandenseins der beiden ribosomalen RNA‐Banden 
kann die Isolation der Gesamt‐RNA als erfolgreich angesehen werden. 
Abbildung 5: Sequenzvergleich verschiedener Granzym B‐Proteine
Um Oligonukleotidprimer für die Klonierung des eqGrzmB‐Proteins zu generieren, wurden bekannte Granzym B
Sequenzen  (Mensch, Maus, Ratte) miteinander verglichen. Bereiche mit hoher Homologie  (hier blau) dienten
als  Grundlage  für  die  Herstellung  von  Oligonukleotidprimern,  welche  an  GrzmB‐cDNA  Sequenzen  binden
können.  Diese  Oligonukleotidprimer  wurden  schließlich  zur  Klonierung  der  eqGrzmB‐cDNA  mittels
SMART‐RACE eingesetzt. 
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F.1.1 SMART­RACE 
Mittels SMART‐RACE war es möglich, das 3‘‐Ende der eqGrzm B‐cDNA zu isolieren, jedoch konnte das 
5‘‐Ende  der  cDNA  auf  diesem  Weg  nicht  isoliert  werden  (Abb.  7).  Die  Abbildung  zeigt  die 
gelelektrophoretische Analyse  eines 5‘‐  (Spur 4) und  eines 3‘‐  (Spur 3)  SMART‐RACE  Experiments. 
Aufgrund der gewählten Primer wurde für das 5‘‐SMART‐RACE eine Fragmentgröße von ~ 550 bp, für 
das 3‘‐SMART‐RACE eine Fragmentgröße von ca. 650 bp erwartet: das 5‘‐SMART‐RACE  lieferte kein 
Produkt  (Spur  4), wohingegen  das  3‘‐SMART‐RACE  das  gewünschte  DNA‐Fragment  hervorbrachte 
(Spur  3,  siehe  Pfeil).  Trotz  Modifikationen  des  5‘‐SMART‐RACE  war  es  nicht  möglich, 
cDNA‐Sequenzinformationen auf diesem Weg zu generieren. 
 
 
 
 
Abbildung 6: Ficoll‐Dichtegradienten‐Aufreinigung von eqPBMC und Gesamt‐RNA‐Isolation 
Die  Abbildung  zeigt  a)  exemplarisch  eine  Ficoll‐Dichtegradienten‐Aufreinigung  zur  Isolation  von  equinen
peripheren Blutlymphozyten  (eqPBMC). Nach Überschichten der Ficoll‐Lösung mit einer Vollblutprobe wurde
für  15  Minuten  bei  2.500  upm  zentrifugiert.  Zu  sehen  ist  deutlich  der  graue  Ring  (Pfeil)  welcher  die
Lymphozyten  enthält.  Die  Lymphozyten wurden wie  unter  E.2.3.8  beschrieben weiter  aufgereinigt  und  die
Gesamt‐RNA  isoliert. Abbildung b) zeigt die gelelektrophoretische Analyse einer Gesamt‐RNA  Isolation. 4x106
Lymphozyten wurden wie unter E.2.1.11 beschrieben lysiert und die RNA isoliert. 5 µl der Gesamt‐RNA Probe
wurden analysiert. Deutlich zu erkennen sind die beiden rRNA‐Moleküle (23S und 16S rRNA) welche  in hoher
Konzentration vorliegen. tRNA‐ und mRNA‐Moleküle sind nicht als diskrete Banden zu detektieren. 
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Eine Sequenzanalyse des 3‘‐Endes der isolierten cDNA weist auf deutliche Homologien zu bekannten 
GrzmB‐Sequenzen  hin  (Abbildung  8  /  hier  dargestellt  Vergleich  zur  humanen  Granzym  B 
cDNA‐Sequenz). Die  in  der  Abbildung  rot markierten Nukleotide  zeigen  die Oligonukleotidprimer, 
welche  anhand  der  gewonnenen  Sequenzinformationen  hergestellt  und  in  nachfolgenden 
RT‐PCR‐Reaktionen eingesetzt wurden. In diesen RT‐PCR‐Reaktionen sollte zum einen die komplette 
cDNA‐Sequenz für das equine Granzym B ‐Protein generiert werden (hierzu benötigt: 3‘‐End Primer), 
zum  anderen  sollten  Sequenzinformationen  über  das  5‘‐Ende  der  cDNA  erzeugt  werden  (hierzu 
benötigt 3‘‐Internal Primer). 
Abbildung 7: Gelelektrophoretische Analyse der 5‘‐
und 3‘‐SMART‐RACE‐Experimente 
Die  Abbildung  zeigt  beispielhaft  jeweils  ein
5‘‐SMART‐RACE  (Spur  4)  und  ein  3‘‐SMART‐RACE
(Spur 3) Experiment. Durch die eingesetzten Primer
wurde  für  das  5‘‐RACE  ein  DNA‐Fragment  von
~550 bp, für das 3‘‐RACE ein DNA‐Fragment von ca.
650  bp  Größe  erwartet. Wie  in  der  Abbildung  zu
erkennen, konnte mittels des 3‘‐RACE ein Fragment
generiert werden, wohingegen das 5‘‐RACE negativ
verlief. 
 
Abbildung 8: Schematische Darstellung des isolierten 3‘‐RACE‐Fragments und der 3‘‐RT‐PCR Primer 
Die  Abbildung  zeigt  schematisch  die  Sequenzanalyse  des  isolierten  3‘‐SMART‐RACE‐Fragments  der
eqGrzmB‐cDNA.  Der  Sequenzvergleich  zeigt  eine  deutliche  Homologie  zur  cDNA‐Sequenz  für  das  humane
Granzym B (hier blau). Mit Hilfe der 3‘‐RACE‐Technologie war es möglich, Sequenzinformationen downstream
(in 3‘‐Richtung des DNA‐Stranges) des Stopcodons  (hier TAA) zu gewinnen. Diese Sequenzinformationen  (rot
und unterstrichen) wurden  zur Generierung eines 3‘‐RT‐PCR Primer  (3‘‐End Primer; Abb.  rechts)  verwendet,
welcher  in einer Reaktion  zur Klonierung des gesamten ORF eingesetzt wurde. Zusätzlich wurde ein  zweiter
Primer  hergestellt  (3‘‐Internal  Primer;  Abb.  links),  welcher  zur  Klonierung  des  5‘‐Endes  der
eqGrzmB‐cDNA‐Sequenz eingesetzt wurde. 
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Zur Durchführung der RT‐PCR wurde zusätzlich ein Oligonukleotidprimer benötigt, welcher das am 
5‘‐Ende der cDNA‐Sequenz  lokalisierte ATG‐Startcodon umfasst bzw. oberhalb  in 5‘‐Richtung dieses 
hybridisiert. Hierzu wurden erneut cDNA‐Sequenzen bereits isolierter Granzym B‐Proteine analysiert 
und  untereinander  verglichen, wobei  besonders  das  5‘‐Ende  detailiert  betrachtet wurde  (Abb.  9). 
Wie die Abbildung deutlich macht (grün unterlegt), befindet sich oberhalb des ATG‐Startcodons (hier 
am  3‘‐Ende  dargestellt)  ein  Homologieblock  (in  Richtung  5‘‐Ende),  welcher  stark  konserviert  ist. 
Anhand dieser Homologie war es möglich einen Oligonukleotidprimer zu generieren, welcher in den 
folgenden RT‐PCR‐Reaktionen eingesetzt werden konnte. Die Oligonukleotidprimersequenz ist in der 
Abbildung  ebenfalls  angegeben.  Aufgrund  einiger  Unterschiede  zwischen  den  einzelnen 
cDNA‐Sequenzen wurde ein Oligonukleotidprimer‐Mix hergestellt, welcher  sich an  zwei Positionen 
innerhalb der Sequenz jeweils an der Wobble‐Position eines Basentriplets unterscheidet. 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 9: Generierung des 5‘‐Primers upstream des ATG‐Startcodons:
Hier  dargestellt  ist  ein  Sequenzvergleich  bekannter  Granzym  B‐DNA‐Sequenzen  oberhalb  des  5‘‐Endes  des
offenen Leserasters. Zu beachten  ist der  in der Abbildung grün unterlegte Bereich hoher Homologie oberhalb
(in 5‘‐Richtung) des ATG‐Startcodons. Aufgrund der hohen  Sequenzähnlichkeit  in diesem Bereich wurde  ein
5‘‐Oligonukleotidprimer  generiert,  welcher  außerhalb  des  kodierenden  Bereiches  an  die  Zielsequenz
hybridisieren  soll  (5‘‐Primer  upstream  ATG).  Es  wurde  ein  Oligonukleotidprimer‐Mix  angefertigt,  um  eine
möglichst  hohe  Sequenzhomologie  zu  den  bekannten  DNA‐Sequenzen  zu  erzielen.  Die  abgeänderten
Positionen der beiden Primer  sind ebenfalls dargestellt  (jeweils an der Wobble‐Position des entsprechenden
Basentriplets). 
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F.1.2 RT­PCR 
Die  beiden  RT‐PCR‐Reaktionen  zur  Klonierung  des  vollständigen  offenen  Leserasters,  sowie  des 
5‘‐Endes  der  eqGrzmB‐cDNA, wurden mit  den  oben  erwähnten  Oligonukleotidprimern  (5‘‐Primer 
upstream  ATG;  siehe  Abb.  9;  3‘‐Primer  (Internal  und  End)  siehe  Abb.  8)  insgesamt  je  dreimal 
durchgeführt,  um  jeweils  drei  unabhängige  cDNA‐Sequenzen  zu  erhalten.  Die  erhaltenen 
cDNA‐Sequenzen,  wurden  untereinander  verglichen  und  mit  den  Sequenzinformationen  der 
SMART‐RACE‐Analyse  (3‘‐Ende)  zusätzlich  abgeglichen.  In  Abbildung  10  ist  die  daraus  generierte 
eqGrzmB‐cDNA‐Konsensussequenz  dargestellt.  Um  zu  zeigen,  dass  es  sich  bei  der  isolierten 
cDNA‐Sequenz  tatsächlich um das  für equines Granzym B  kodierende Gen handelt,  schlossen  sich 
diverse Analysen an, welche in den folgenden Abschnitten näher beschrieben sind. 
 
F.1.3 Analyse der isolierten eqGrzmB­cDNA und ihrer zugehörigen Aminosäuresequenz 
Nach  Isolation  der  vermeintlichen  equinen  Granzym  B  (eqGrzmB)‐cDNA  schlossen  sich  zunächst 
einige in silico‐Analysen der klonierten DNA‐Sequenz und der zugehörigen Aminosäuresequenz an. 
Eine erste Analyse zeigt, dass die isolierte cDNA ein offenes Leseraster von 741 bp umfasst und somit 
für ein aus 247 Aminosäuren bestehendes Protein kodiert. Dieses besitzt, wie im folgenden Abschnitt 
näher erläutert, charakteristische Eigenschaften der Granzym‐Genfamilie (siehe auch Abb. 10). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 10: cDNA‐ und Proteinsequenz des equinen Granzym B
Im oberen Teil der Abbildung  ist die Nukleotidsequenz  für die equine Granzym B‐cDNA‐Sequenz dargestellt.
Der  untere  Teil  der  Abbildung  zeigt  die  zugehörige  Aminosäuresequenz.  Eingefärbt  sind  für  Granzyme
charakteristische Merkmale wie:  rot: Signalpeptid; grün: Aktivierungsdipeptid; violett: konservierte Regionen
C1 und C2; blau: Aminosäuren an mutmaßlich katalytisch wichtigen Positionen  (Triade der Aminosäuren des
enzymatisch aktiven Zentrums des Enzyms). 
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BLASTN‐ und BLASTP‐Datenbankanalysen  lieferten erste Hinweise auf die nahe Verwandtschaft der 
isolierten  eqGrzmB‐cDNA  zu  bereits  bekannten  und  charakterisierten  Granzym  B  DNA‐  und 
Proteinsequenzen  verschiedener  Spezies: die höchste  Sequenzhomologie besteht  zum Gen  für die 
equine  Mastzellprotease‐1  ((Pemberton  et  al.,  2001)  GenBank  Eintrag  AJ548473,  86 % 
Nukleotididentität,  respektive 75/84 % Aminosäurenidentität/Homologie), einem von bis dato zwei 
aus  equinen  Zellen  des  Immunsystems  isolierten  Gen  (ebenfalls  isoliert  eqIFNγ  (Gutmann  et  al., 
2005)).  Es  folgen  die  Granzym  B‐Isolate  aus  Mensch  (GenBank  Eintrag  NM_004131,  84 % 
Nukleotididentität;  72/85  %  Aminosäurenidentität/Homologie)  und  Maus  (GenBank  Eintrag 
NM_013542,  84 %  Nukleotididentität;  71/83 %  Aminosäurenidentität/Homologie).  Diese  Daten 
zeigen,  dass  die  isolierte  cDNA  mit  hoher  Wahrscheinlichkeit  aufgrund  ausgeprägter 
Sequenzhomologie zu bekannten Granzym B‐Proteinen tatsächlich das Gen für eqGrzmB darstellt. 
Die zugehörige Aminosäuresequenz zur isolierten cDNA gleicht trypsin‐ähnlichen Serinproteasen und 
eine  detaillierte  Sequenzanalyse  zeigt  darüber  hinaus  das  Vorhandensein  von  charakteristischen 
Granzym  B‐Merkmalen:  so  befindet  sich  am N‐Terminus  des  Proteins  (Aminosäuren  1‐18)  ein  für 
Granzyme  (u.a.  Serinproteasen)  typisches  Signalpeptid, welches  zur  vollständigen  Aktivierung  des 
Enzyms  intrazellulär abgespalten wird. Daran anschließend  (Aminosäurepositionen 19/20) befindet 
sich das sogenannte Aktivierungsdipeptid, welches allen Granzym B‐Proteinen gemeinsam ist. Dieses 
wird eben falls zur kompletten Reifung des Proteins durch die Protease DPPI (Dipeptidyl Peptidase I) 
abgespalten. Die typische Sequenz dieses Dipeptids lautet Glyzin/Glutamat oder Glyzin/Glyzin, wobei 
die hier  isolierte  Sequenz  ein Glyzin/Glutamat  (G/E) Dipeptid besitzt.  Zu beachten  ist, dass dieses 
Dipeptid  nicht  in  den  nahe  verwandten  Serinproteasen,  sowie  der  hier  analysierten  equinen 
Mastzellprotease‐1 zu finden  ist. Die Existenz dieses Dipeptids an den Aminosäurepositionen 19/20 
ist ein deutlicher Hinweis, dass es sich bei der isolierten cDNA um ein Mitglied der Granzym B‐Familie 
handelt.  Ein weiteres  Indiz, dass  es  sich bei der  isolierten  cDNA‐Sequenz  in  der  Tat um  eqGrzmB 
handelt  liefert  eine Analyse  der mutmaßlichen  enzymatisch  aktiven Aminosäuren:  Serinproteasen 
und  Granzyme  besitzen  in  ihrem  katalytisch  aktiven  Zentrum  eine  Triade  von  hochkonservierten 
Aminosäuren: Histidin an Position 64, Aspartat an Position 108 und Serin an Position 203. Diese drei 
Aminosäuren sind ebenfalls in der hier vorliegenden eqGrzmB‐Proteinsequenz vorhanden. 
Die  hier  beschriebenen Merkmale  sind  in  Abbildung  10  und  11  dargestellt.  In  Abbildung  11  ist 
zusätzlich ein detailierter Sequenzvergleich zwischen den Granzym B‐Proteinen von Mensch, Maus, 
Ratte, dem  isolierten equinen Granzym B, sowie der equinen Mastzellprotease‐1 dargestellt.  In der 
Abbildung schwarz markierte Bereiche zeigen eine Sequenzübereinstimmung aller hier untersuchten 
Proteine. 
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Markiert  in  der  Abbildung  sind  das  Signalpeptid  am  N‐Terminus,  das  daran  anschließende 
Aktivierungsdipeptid,  sowie  zwei  hochkonservierte  Bereiche welche  sich  C‐terminal  des Dipeptids 
befinden. Zudem sind die Aminosäuren des enzymatisch aktiven Zentrums hervorgehoben. Die hier 
dargelegten Daten weisen eindeutig auf eine enge Verwandtschaft der  isolierten cDNA‐Sequenz zu 
bekannten  Granzym  B‐Proteinen  hin.  Die  isolierte  Sequenz  besitzt  die  für  Granzym B  Enzyme 
typischen Merkmale, wobei v.a. das Aktivierungsdipeptid G/E zu erwähnen ist. 
Einen weiteren Hinweis, dass es sich bei der  isolierten cDNA tatsächlich um das Gen für das equine 
Granzym  B‐Protein  handelt,  lieferte  eine  phylogenetische  Analyse,  die  insgesamt  27  bisher 
beschriebene Granzym B‐Proteine umfasst (siehe Tabelle 1). Zusätzlich wurde das Gen für die equine 
Mastzellprotease‐1,  dem  bis  dato  nächsten  Verwandten  zur  isolierten  cDNA‐Sequenz  (vgl. 
BLAST‐Datenbankanalysen), in die Analyse mit eingeschlossen. 
 
Abbildung 11: Sequenzvergleich der Granzym B‐Aminosäuresequenz von Mensch, Maus, Ratte und Pferd
Die  Abbildung  zeigt  einen  Sequenzvergleich  der  Granzym  B‐Enzyme  von Mensch, Maus,  Ratte  und  Pferd.
Zusätzlich  ist die equine Mastzellprotease‐I  (EqMCP‐1)  in die Anaylse  integriert. Bereiche mit  identischer AS‐
Sequenz  sind  schwarz  unterlegt.  Die  hohe  Sequenzhomologie  der  in  der  vorliegenden  Arbeit  isolierten
eqGrzmB‐Sequenz  zu  bereits  charakterisierten  Granzym  B‐Sequenzen  anderer  Spezies  tritt  deutlich  hervor.
Besonders  zu  beachten  ist  das N‐terminale  Signalpeptid  und  das  daran  anschließende  Aktivierungsdipeptid
G/E, welches ein  typisches Granzym B‐Merkmal darstellt. Dieses  ist  in der nahe  verwandten eqMCP‐1 nicht
vorhanden.  Zusätzlich  sind  die mutmaßlichen  Aminosäuren  des  enzymatisch  aktiven  Zentrums  des  Enzyms
markiert, welche innerhalb der Serinproteasen hoch konserviert sind. 
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Protein  Spezies  Abkürzung  Größe 
(AS) 
Anmerkungen  Acc. nummer 
Granzym A  Homo sapiens  HsGrzmA  262    NM_006144 
Granzym A  Rattus 
norvegicus 
RnGrzmA  261    NM_153468 
Granzym A  Mus musculus  MmGrzmA  260    NM_010370 
Granzym A  Bos taurus  BoGrzmA  258    NM_0010011
42 
Granzym A  Canis 
familiaris 
CfGrzmA  260  mutmaßlich  XM_544335 
Granzym A  Gallus gallus  GgGrzmA  260    NM_204457 
Granzym B  Homo sapiens  HsGrzmB  247    NM_004131 
Granzym B  Rattus 
norvegicus 
RnGrzmB  248    NM_138517 
Granzym B  Mus musculus  MmGrzmB  247    NM_013542 
Granzym B  Bos 
taurus 
BoGrzmB  251  ähnlich  NM_174296 
Granzym B  Canis 
familiaris 
CfGrzmB  388  mutmaßlich  XM_547752 
Granzym B  Equus 
caballus 
EqGrzmB  247  Isoliert in dieser 
Arbeit 
AM183299 
Granzym C  Rattus 
norvegicus 
RnGrzmC  248    NM_134332 
Granzym C  Mus musculus  MmGrzmC  248    NM_010371 
Granzym D  Mus musculus  MmGrzmD  248    NM_010372 
Granzym E  Mus musculus  MmGrzmE  248    NM_010373 
Granzym F  Mus musculus  MmGrzmF  248    NM_010374 
Granzym G  Mus musculus  MmGrzmG  248    NM_010375 
Granzym H  Homo sapiens  HsGrzmH  246    NM_033423 
Granzym H  Canis 
familiaris 
CfGrzmH  250  mutmaßlich  XM_547751 
Granzym J  Rattus 
norvegicus 
RnGrzmJ  246  Synonym: 
MCP‐9 
NM_019323 
Granzym K  Homo sapiens  HsGrzmK  264    NM_002104 
Granzym K  Rattus 
norvegicus 
RnGrzmK  258    NM_017119 
Granzym K  Mus musculus  MmGrzmK  263    NM_008196 
Granzym M  Homo sapiens  HsGrzmM  257    NM_005317 
Granzym M  Mus musculus  MmGrzmM  264    NM_008504 
Granzym N  Mus musculus  MmGrzmN  248    NM_153052 
Mastzell‐
Protease‐1 
Equus caballus  EqMCP1  247  mutmaßlich  AJ548473 
 
Tabelle 1: Mitglieder der Granzym‐Superfamilie und mutmaßliche equine Mastzell‐Protease 1 (verwendet in 
phylogenetischer Analyse) 
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Abbildung 12: Phylogenetischer Baum der Granzym‐Superfamilie 
Phylogenetischer Konsensus‐Baum der Granzym‐Superfamilie. Der hier dargestellte Baum beinhaltet insgesamt 
28 verschiedene Granzym‐verwandte Sequenzen und wurde durch diverse phylogenetische Analysemethoden 
generiert  (Parsimony,  FITCH, NJ, UPGMA). Der Baum gruppiert die analysierten  Sequenzen  in drei  Loci: den 
Chymase‐, den Tryptase‐, sowie den Metase‐Lokus. Das mutmaßliche equine Granzym B‐Isolat (Stern) befindet 
sich  im Chymase‐Lokus  in naher Verwandtschaft zu den Granzym B‐Proteinen aus Mensch, Maus und Ratte. 
Den  phylogenetisch  nächsten  Verwandten  stellt  die  equine  Mastzellprotease‐1  dar.  Abkürzungen  in  der 
Abbildung:  sim:  ähnlich;  pred:  durch  Softwareanalysen  vorhergesagt;  pu:  mutmaßlich;  die 
Buchstabenkombination vor GrzmX bezieht sich jeweils auf die Spezies. 
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Durch  Anwendung  zweier  verschiedener  Sequenzvergleich‐Programme  und  ihre  Kombination mit 
vier  unterschiedlichen  phylogenetischen  Analyseprogrammen  wurden  insgesamt  acht  Sätze  zu  je 
1000  phylogenetischen  Bäumen  (Bootstrap‐Analyse)  erstellt.  Diese  wurden  zu  acht 
Konsensusbäumen  vereinigt,  welche  schließlich  zu  dem  in  Abbildung  12  dargestellten 
phylogenetischen Baum zusammengefasst wurden. Tabelle 2 gibt die statistische Wahrscheinlichkeit 
(in %) der tatsächlichen Existenz der in der Analyse generierten Knotenpunkte des phylogenetischen 
Baumes  an.  In einigen  Fällen wurde ein  gegebener Knotenpunkt  in einem der Analyseprogramme 
nicht erzeugt, dies ist durch das Fehlen eines Wertes in der Tabelle angezeigt. 
Die durchgeführte phylogenetische Analyse  gruppiert die Granzym Proteine  in die drei bekannten 
und  charakterisierten  Subfamilien:  a)  Tryptase‐Lokus  (Granzyme  A  und  K),  b)  Chymase‐Lokus 
(Granzyme B‐F, H und  J) sowie c) Metase‐Lokus  (Granzyme M und N)  (Trapani, 2001). Die  isolierte 
equine Granzym B‐Sequenz ist im Chymase‐Lokus in naher Verwandtschaft zu bekannten Granzym B 
Sequenzen  anderer  Spezies  (u.a. Mensch, Maus,  Ratte)  lokalisiert. Wie  bereits  die  BLAST‐Analyse 
zeigt  ist  die  equine Mastzellprotease‐1  der  nächste  Verwandte  zur  der  in  dieser  Arbeit  isolierten 
eqGrzmB‐cDNA und Proteinsequenz. Die  in Abbildung 12 dargestellte phylogenetische Analyse zeigt 
deutlich  die  nahe  Verwandtschaft  der  isolierten  cDNA‐Sequenz  zu  Mitgliedern  der 
Granzym B‐Subfamilie. Dies wird vor allem durch die Lokalisation des equinen Granzym B‐Proteins im 
Chymase‐Lokus (Lokus der Granzym B‐Familie) deutlich. Zudem grenzt die durchgeführte Analyse das 
equine  Granzym  B‐Protein  deutlich  von  anderen  Granzym‐Loci,  wie  dem  Tryptase‐  und Metase‐
Lokus, ab. 
Die hier angefertigten phylogenetischen Untersuchungen liefern einen weiteren Beweis, dass es sich 
bei der  isolierten  cDNA‐Sequenz  in der Tat um das Gen  für equines Granzym B handelt. Die hohe 
Sequenzhomologie  zu  bekannten  Granzym  B‐Sequenzen  und  die  nahe  phylogenetische 
Verwandtschaft zu diesen zeigen deutlich, dass es sich bei der  isolierten cDNA‐Sequenz mindestens 
um ein Mitglied des Chymase‐Lokus handeln muss. Um  jedoch  letztendlich  zu  zeigen, dass es  sich 
tatsächlich um die  cDNA  für das  equine Granzym B‐Protein handelt, wurde  eine Bestimmung  der 
enzymatischen Aktivität des Proteins durchgeführt. 
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F.1.4 Granzym B­Aktivitätsnachweis 
Zur Bestimmung der enzymatischen Aktivität des vermeintlichen equinen Granzym B‐Proteins wurde 
ein Aktivitätsnachweis mit einem  für Granzym B  spezifischen  synthetischen Substrat durchgeführt. 
Granzym B ist in der Lage, Proteine enzymatisch zu spalten, dabei besitzt es eine für Serinproteasen 
einzigartige Präferenz für die Spaltstelle, da es bevorzugt hinter sauren Aminosäuren (v.a. Aspartat) 
die Proteine spaltet (Odake et al., 1991). Granzym‐Proteine des Tryptase‐Lokus spalten im Vergleich 
hierzu bevorzugt nach Arginin, Lysin oder Phenylalanin, Granzym M bevorzugt nach Methionin oder 
Leucin  (Grossman  et  al.,  2003).  Keine  bisher  bekannten  Serinprotease  zeigt  eine  vergleichbare 
enzymatische Spaltaktivität (Trapani, 2001). 
Durch  einen  solchen  spezifischen  Aktivitätsnachweis  sollte  gezeigt werden,  dass  das  Produkt  der 
isolierten  cDNA  eine  für  Granzym  B  typische  Aktivität  aufweist  und  somit  ein  weiterer  Beweis 
erbracht werden, dass es sich tatsächlich um equines Granzym B handelt. 
Zur  Durchführung  des  Tests  wurden  293TT‐Zellen  transient  mit  verschiedenen  Granzym  B 
Expressionskonstrukten  transfiziert,  die  Zellen  48  h  post  Transfektion  lysiert  und  der  geklärte 
Überstand  im  Testverfahren  eingesetzt.  Als  Substrat  diente  Ac‐IEPD‐pNA,  welches  nach  dessen 
Spaltung eine Farbreaktion zeigt, die bei 405 nm gemessen wurde. Folgende Expressionskonstrukte 
wurden zur Analyse der Granzym B‐spezifischen Aktivität verwendet: 
a) das equine Granzym B wildtyp Expressionskonstrukt (wt eqGrzmB). 
b) eine Mutante, bei welcher das Aktivierungsdipeptid durch Mutation verändert wurde (G/E zu 
R/D; ΔDP eqGrzmB). Wie bereits erwähnt, muss das Aktivierungsdipeptid in vivo enzymatisch 
entfernt werden, damit das vollständig gereifte Granzym B enzymatisch aktiv ist. 
c) drei  Mutanten,  bei  denen  jeweils  eine  der  drei  Aminosäuren,  welche  gemeinsam  das 
enzymatisch aktive Zentrum des Enzyms bilden, mutiert wurde (jeweils zu A). 
Zusätzlich wurden im Aktivitätsnachweis mehrere Kontrollen eingesetzt: 
a) als  Negativkontrolle  dienten  293TT‐Zellen,  welche  mit  dem  Expressionsvektor  (ohne 
Granzym B‐cDNA) transfiziert wurden. 
b) als Positivkontrollen wurden zum einen humane NK‐Zellen, welche konstitutiv das Granzym B 
Protein exprimieren eingesetzt, 
c) zum  anderen wurden  293TT‐Zellen, welche mit  einem  Expressionskonstrukt  für  humanes 
Granzym B transient transfiziert wurden verwendet. 
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Ebenso  in  den  Aktivitätstest  miteinbezogen  wurden  equine  PBMC,  die  als  natürliche  Quelle  für 
equines Granzym B dienen. Die zuvor isolierten PBMC wurden zum Teil durch Behandlung mit einer 
Kombination  aus  PMA  und  Ionomycin  zur  Produktion  von  Zytokinen  angeregt  oder  unbehandelt 
belassen. Die Zellen wurden für 48 h unter Standardbedingungen kultiviert und anschließend wie für 
transient transfizierte Zellen beschrieben behandelt und der Überstand  im Aktivitätstest eingesetzt. 
Zur  Bestimmung  des Hintergrundsignals, welches  durch  die Absorption  des  Substrats  bei  405  nm 
ohne enzymatische Umsetzung entsteht, diente eine Reaktion, in der keine Zellen eingesetzt wurden. 
Einen  wie  unter  E.2.4.9  beschriebenen  Aktivitätstest  zeigt  Abbildung  13,  bei  welcher  die 
enzymatische Aktivität der jeweiligen Granzym B Expressionskonstrukte als Funktion der Absorption 
bei 405 nm  aufgetragen  ist. Die  Signalstärke  ist hierbei  ein Maß  für die  enzymatische Granzym B 
Aktivität  des  jeweiligen  Expressionskonstrukts.  Es  wird  deutlich,  dass  erst  die  Mutation  des 
Aktivierungsdipetids zu einer enzymatischen Aktivität des exprimierten Proteins  führt  (Spur 4). Die 
Expression des wt eqGrzmB‐Proteins (Spur 3) führt lediglich zu Signalstärken, die minimal über dem 
Hintergrundniveau  (vgl.  293TT‐Zellen  transfiziert  mit  dem  Expressionsvektor  /  Spur  1  und 
Substratreaktion / Spur 2) liegen. 
Die  Expression  des  ΔDP  eqGrzmB  Expressionskonstrukts  (Spur  4)  zeigt  eine  deutliche  Granzym  B 
Aktivität, welche überdies stärker ausgeprägt ist, als die der beiden Positivkontrollen: ΔDP humanes 
Granzym B (Spur 8) und humane NK‐Zellen (Spur 9). Hieraus lässt sich folgern, dass die Mutation des 
Aktivierungsdipeptids zur vollständigen Aktivierung des exprimierten Granzym B Proteins notwendig 
ist. Es handelt sich somit um eine klassische sogenannte gain‐of‐function Mutation. Die Mutation der 
drei mutmaßlichen Aminosäuren des enzymatisch aktiven Zentrums des Enzyms führen alle zu einem 
kompletten  Funktionsverlust  (siehe  Spur  5,  6  und  7),  obwohl  zusätzlich  das  Aktivierungsdipeptid 
mutiert  wurde.  Bei  allen  drei Mutationen  handelt  es  sich  daher  um  sogenannte  loss‐of‐function 
Mutationen. Spuren 10 und 11 zeigen das Ergebnis des Aktivitätstest für Zellextrakte equiner PBMC: 
wie  erwartet, weisen  beide  Proben Granzym  B Aktivität  auf, wobei  die  geklärten  Zelllysate  zuvor 
mittels PMA und Ionomycin stimulierten Lymphozyten eine leicht erhöhte Aktivität zeigen. 
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Neben der Expression  in Säugerzellen wurde das mutmaßliche equine Granzym B Protein zusätzlich 
in  Insektenzellen  mit  Hilfe  rekombinanter  Bakuloviren  exprimiert.  Nach  Infektion  von  H5‐  und 
Sf9‐Insektenzellen  mit  rekombinanten  Bakuloviren,  welche  für  wt  und  ΔDP  eqGrzmB‐Protein 
kodieren, wurden diese für 5 Tage inkubiert, anschließend, wie für 293TT‐Zellen beschrieben, lysiert 
und der geklärte Überstand  im Aktivitätsnachweis eingesetzt. Abbildung 14 zeigt das Ergebnis einer 
Aktivitätsanalyse mit Zellextrakten infizierter H5‐ bzw. Sf9‐ Insektenzellen. Wie bereits im vorherigen 
Aktivitätstest beschrieben (siehe Abb. 13), ist die Deletion des Aktivierungsdipetids eine notwendige 
Voraussetzung, um die enzymatische Granzym B Aktivität aufzuweisen. Die Signalintensitäten sind im 
Vergleich zur Expression in 293TT‐Zellen 2‐fach erhöht, was auf eine höhere Expression des Proteins 
in mit Bakuloviren infizierten Insektenzellen hinweist. 
Abbildung 13: Granzym B Aktivitätstest 
Verschiedene Granzym B‐Expressionskonstrukte wurden  transient  in die humane  Zelllinie 293TT  transfiziert.
Equine  periphere  mononukleare  Lymphozyten  wurden  aufgereinigt  und  entweder mittels  PMA/Ionomycin
stimuliert  oder  unbehandelt  belassen.  Als  Negativkontrollen  dienten  293TT‐Zellen, welche mit  dem  leeren
Expressionsvektor  pcDNA3.1(+)  transfiziert wurden,  oder  Reaktionen  in  denen  nur  das  Substrat  eingesetzt
wurde.  Als  Positiv‐Kontrollen  dienten  humane NK‐Zellen  (konstitutive GrzmB‐Expression)  oder  293TT‐Zellen
welche mit einem Expressionskonstrukt  für humanes GrzmB  transient  transfiziert wurden. Die enzymatische
Aktivität wurde wie unter E.2.4.9 beschrieben detektiert. Erst der Austausch des Aktivierungsdipeptids führt zu
einer erkennbaren enzymatischen Reaktion  (delta DP: DDP). Die Deletion der mutmaßlichen AS der  aktiven
Stelle (M1: H64A; M2: D108A; M3: S203A) führt zu einem kompletten Verlust der Aktivität. Zelllysate equiner
Lymphozyten  zeigen  ebenfalls  enzymatische  Granzym  B  Aktivität, was  auf  die  Expression  von  eqGrzmB  in
diesen Zellen schließen lässt. Der hier gezeigte Aktivitätstest wurde nach 4h vermessen. 
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Zusammenfassend  gilt  somit,  dass  die  isolierte  cDNA‐Sequenz  nach  Expression  in  eukaryotischen 
Zellen eine Granzym B spezifische Aktivität aufweist. Nach Deletion des Aktivierungsdipetids wird das 
synthetische  Granzym  B  Substrat  umgesetzt  und  eine  deutliche  Farbreaktion  tritt  ein.  Zusätzlich 
konnte  gezeigt  werden,  dass  die  drei  hochkonservierten  Aminosäuren  des  enzymatisch  aktiven 
Zentrums des Granzym B Proteins ebenfalls im hier klonierten equinen Granzym B‐Isolat vorhanden 
sind, da eine Mutation dieser zu einem Funktionsverlust des Enzyms führt. 
 
 
 
 
Abbildung 14: Nachweis der Granzym B Aktivität in infizierten Insektenzellen
H5‐ und Sf9‐Insektenzellen wurden mit  rekombinanten Bakuloviren, welche entweder  für wt eqGrzmB oder
ΔDP  eqGrzmB  kodieren,  infiziert. Nach  fünf  Tagen  Infektionszeit wurden  die  Zellen  lysiert  und der  geklärte
Überstand  im  Aktivitätstest  eingesetzt.  Der  Aktivitätstest  wurde  nach  4h  bei  405  nm  vermessen.  Als
Negativkontrollen  dienten  Insektenzellen, welche mit  dem Wildtyp‐Bakulovirus  infiziert wurden. Wie  in  der
Abbildung  deutlich  zu  erkennen,  ist  die  Deletion  des  Aktivierungsdipeptids  die  Voraussetzung  für  die
enzymatische Aktivität des exprimierten equinen Granzym B Proteins. 
  
Ergebnisse  89 
F.1.5 Analyse der eqGrzmB­Expression 
Die  in  der  Granzym  B‐Aktivitätsbestimmung  beobachtbaren  Effekte  (Verlust  der  Aktivität  nach 
Mutation) sind möglicherweise auf eine mangelhafte oder fehlende Expression der entsprechenden 
eqGrzmB‐Mutanten zurückzuführen. Um zu zeigen, dass die Effekte tatsächlich auf den eingeführten 
Mutationen beruhen wurde eine Analyse des Expressionsniveuas der einzelnen eqGrzmB‐Varianten 
durchgeführt. Hierzu wurde  der  in  dieser  Arbeit  hergestellte monoklonale  α‐eqGrzmB  Antikörper 
XIXG7 verwendet. Zur Herstellung und Charakterisierung der monoklonalen Antikörper sowie eines 
polyklonalen Antiserums siehe Kapitel F.2. 
Zur  Analyse  der  eqGrzmB‐Proteinexpression  wurde  der  Proteingehalt  der  für  den  Aktivitätstest 
angefertigten Zelllysate (siehe F.1.4) bestimmt und jeweils 10 µg elektrophoretisch aufgetrennt und 
im Anschluss mittels α‐eqGrzmB Western blot‐Analyse (mAb XIXG7) auf die eqGrzmB‐Expression hin 
analysiert. Aus der Untersuchung (Abb. 15) geht hervor, dass in transient transfizierten 293TT‐Zellen 
alle  getesteten  eqGrzmB‐Konstrukte  exprimiert  werden,  und  das  die  unterschiedlichen 
eqGrzmB‐Mutanten  in  etwa  gleichen Mengen  vorliegen  (siehe  Bande  bei  ~ 37  kDa;  Spuren  2‐7). 
Zellen, welche mit dem  lacZ‐Gen  transfiziert wurden, weisen keine eqGrzmB‐spezifische Bande auf 
(Spur 1). Bei den untersuchten 293TT‐Zelllysaten tritt zusätzlich eine unspezifische Bande (~ 55 kDa) 
auf.  Diese  kann  als  interne  Ladekontrolle  herangezogen  werden.  Zusätzlich  wurde  die 
eqGrzmB‐Expression  in equinen PBMC  (stimuliert durch Zugabe  von PMA/Ionomycin  für 48h oder 
unbehandelt) analysiert. Wie aus der Abbildung hervorgeht, kann das eqGrzmB‐Protein  in equinen 
Lymphozyten detektiert werden (Spuren 8/9). Dies zeigt, dass der monoklonale Antikörper XIXG7  in 
der  Lage  ist,  an  eqGrzmB‐Protein  nativen Ursprungs  zu  binden.  Jedoch  ist  zu  beachten,  dass  das 
Protein  in  diesem  Fall  in  einer  denaturierten  Form  vorliegt.  Desweiteren  zeigt  die  durchgeführte 
Analyse,  dass  es  durch  die  PMA/Ionomycin  Stimulation  zu  einem  leichten  Anstieg  der 
eqGrzmB‐Konzentration  in  den  entsprechenden  Zellen  kommt  (dies  korreliert  mit  der  leicht 
gesteigerten eqGrzmB‐Aktivität von Zelllysaten aktivierter PBMC im Aktivitätstest / vgl. Abb. 13). Die 
in 293TT‐Zellen auftretende, unspezifische Bande findet sich bei der Analyse des Expressionsniveaus 
equiner  PBMC  nicht,  woraus  folgt,  dass  die  unspezifische  Kreuzreaktion  des  verwendeten 
Antikörpers 293TT‐Zell‐spezifisch ist. 
Aus der Expressionsanalyse geht hervor, dass die im Aktivitätsnachweise beobachteten Effekte, nicht 
auf  eine  fehlende  oder  geringere  Expression  einzelner  eqGrzmB‐Mutanten  in  293TT‐Zellen 
zurückzuführen  sind,  sondern  ein  direktes  Resultat  der  eingeführten  Mutationen  darstellen. 
Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass in equinen peripheren Blutlymphozyten (eqPBMC) das native 
eqGrzmB‐Protein  exprimiert  wird  und  dieses  durch  den  verwendeten  Antikörper  XIXG7  in 
denaturierter Form detektierbar ist. 
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Zusätzlich  zeigt  die  in  Abbildung  15  dargestellte  Western  blot‐Analyse  ein  unterschiedliches 
Laufverhalten  zwischen  in  293TT‐Zellen  transient,  und  dem  nativen  in  eqPBMC,  exprimierten 
eqGrzmB  (vgl.  Spuren  2‐7  mit  8,  9).  Eine  mögliche  Ursache  hierfür  kann  eine  differentielle 
Glykosylierung des Proteins  in den beiden analysierten Zellpopulationen sein. Eine  in silico‐Analyse 
des eqGrzmB‐Proteins zeigt das Vorhandensein dreier mutmaßlicher Glykosylierungspositionen (Pos. 
88: NFSV; Pos. 104 NYSN; Pos. 182 NSTT) innerhalb der Aminosäuresequenz (Abbildung 16). 
 
 
 
 
 
Abbildung 15: Expressionsniveau verschiedener eqGrzmB‐Expressionskonstrukte in 293TT‐Zellen und des 
nativen eqGrzmB in eqPBMC 
293TT‐Zellen wurden transient mit unterschiedlichen eqGrzmB‐Expressionskonstrukten transfiziert und, wie für
den  Aktivitätstest  beschrieben,  lysiert.  10  µg  Gesamtprotein  des  geklärten  Überstandes  wurden  mittels
SDS‐PAGE und  anschließendem  α‐eqGrzmB Western blot  analysiert. Die  verschiedenen eqGrzmB‐Konstrukte
werden zu gleichen Mengen in den Zellen exprimiert. Zusätzlich konnte die Expression des Proteins in equinen
PBMC nachgewiesen werden. Das abweichende Laufmuster zwischen 293TT‐ und eqPBM‐Zellen ist vermutlich
auf eine differentielle Glykosylierung des Proteins  in den beiden unterschiedlichen Zellarten zurückzuführen.
Erstantikörper:  XIXG7 1:100  (  ~5ng/µl);  Sekundärantikörper:  Ziege  α‐Maus  IgG‐HRP  1:3000. Mutationen des
aktiven Zentrums: M1: H64A; M2: D108A; M3: S203A. 
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Abbildung 16: in silico‐Vorhersage der mutmaßlichen eqGrzmB‐Glykosylierungspositionen 
Eine  Analyse  des  eqGrzmB‐Proteins  mit  Hilfe  der  NetNGlyc  1.0  Software  zeigt  drei  mutmaßliche 
N‐Glykosylierungspositionen (blaue Striche) innerhalb des eqGrzmB‐Proteins. An allen drei Positionen befindet 
sich  eine  Asparagin‐Aminosäure  Pos.  88:  NFSV,  Pos.  104  NYSN  und  Pos.  182  NSTT,  welche  N‐glykosyliert 
werden kann. 
 
Um  die mögliche  differentielle Glykosylierung  des  eqGrzmB‐Proteins  in  verschiedene  Zelltypen  zu 
zeigen wurde eine in vitro Deglykosylierung sowie eine in vivo Inhibition der de novo Glykosylierung 
des  eqGrzmB‐Proteins  durchgeführt.  Durch  Zugabe  des  Enzyms  PNGaseF  zu  Zelllysaten  transient 
transfizierter  293TT‐  sowie  equinen  PBM‐Zellen  konnte  eine  in  vitro  Deglykosylierung  erreicht 
werden.  Zusätzlich  wurde  zu  Transfektionsansätzen  Tunicamycin  zugefügt,  wodurch  die  de  novo 
Glykosylierung  des  neu  synthetisierten  eqGrzmB‐Proteins  unterbunden  wurde.  Die 
Deglykosylierungsexperimente wurden anschließend mittels α‐eqGrzmB Western blot  (mAb XIXG7) 
analysiert (Abbildung 17). Spuren 1  ‐ 6 zeigen die Ergebnisse der  in vitro Deglykosylierung transient 
exprimierter  eqGrzmB‐Proteine  (wt:  Spuren  1  und  2;  ΔDP:  Spuren  3  und  4),  sowie  des  nativen 
eqGrzmB‐Proteins  (Spuren  5  und  6).  In  Spuren  7  ‐  10  ist  das  Ergebnis  der  in  vivo 
Glykosylierungs‐Inhibition  transient  in  293TT‐Zellen  exprimierter  eqGrzmB‐Proteine  (wt  und  ΔDP) 
abgebildet. 
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Abbildung 17 zeigt erneut das unterschiedliche Laufverhalten des eqGrzmB‐Proteins  in den beiden 
Zelltypen  293TT  und  eqPBMC  (vgl.  hierzu  Spuren  1  und  3  mit  Spur  5).  Nach  erfolgter 
Deglykosylierung  kann  das  eqGrzmB‐Protein,  unabhängig  von  dessen  Herkunft,  bei  einem 
Molekulargewicht von ~30 kDa nachgewiesen werden (vgl. Spuren 2 und 4 mit Spur 6 /293TT‐Zellen 
bzw.  eqPBMC).  Durch  die  Zugabe  von  Tunicamycin  zu  unterschiedlichen  Transfektionsansätzen 
konnte  ein  ähnliches  Ergebnis  erzielt  werden.  Auch  hier  zeigen  die  nicht‐glykosylierten 
eqGrzmB‐Proteine ein einheitliches Laufverhalten, welches dem der  in vitro Deglykosylierung durch 
PNGaseF  entspricht  (siehe  Spuren 8 und 10). Bei  genauer Betrachtung der  Inhibition der de novo 
Glykosylierung  des  in  293TT‐Zellen  transient  exprimierten  wt eqGrzmB‐Proteins  sind  die  drei 
vorhergesagten Glykosylierungspositionen (vgl. Abb. 16) zu erkennen (siehe Spur 8 Abb. 17). Deutlich 
treten  vier  Banden  auf,  welche  vermutlich  jede  eine  partielle  Glykosylierung  an  einer  der 
vorhergesagten Glykosylierungspositionen des Proteins darstellt. Dies  ist wahrscheinlich durch eine 
unvollständige Hemmung der posttranslationalen Glykosylierung des Proteins bedingt. Abschließend 
lässt  sich  somit  zusammenfassen,  dass  equines  Granzym  B  in  equinen  Zellen  vermutlich  eine  zu 
293TT‐Zellen differentielle Glykosylierung erfährt. 
Abbildung 17: in vitro Deglykosylierung und in vivo Inhibition der Glykosylierung von eqGrzmB 
EqGrzmB (transiente Expression in 293TT‐Zellen oder natives eqGrzmB aus eqPBMC) wurde durch Zugabe von
PNGaseF  in  vitro  deglykosyliert  und  anschließend  durch  eine  α‐eqGrzmB Western  blot‐Analyse  detektiert
(Spuren 1‐6). Spuren 7‐10 zeigen die in vivo Inhibtion der posttranslationalen Glykosylierung des Proteins durch
Zugabe des Glykosylierungshemmers Tunicamycin zu Transfektionsansätzen. Nach Isolation des Proteins wurde
eine  Western  blot‐Analyse  durchgeführt.  Deglykosyliertes  eqGrzmB  zeigt  nach  elektrophoretischer
Auftrennung, unabhängig von seiner Herkunft, ein identisches Laufverhalten und besitzt ein Molekulargewicht
von ca. 30 kDa. 
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Dies  liegt entweder an der Verwendung unterschiedlicher Polysaccharide zur Glykosylierung  in den 
untersuchten Zelltypen oder an einer unterschiedlichen Nutzung der vorhandenen  (mutmaßlichen) 
Glykosylierungspositionen. 
Neben  der  Expressionsanalyse  der  einzelnen  eqGrzmB‐Mutanten  durch  einen  α‐eqGrzmB 
Western blot  wurde  ein  intrazellulärer  Nachweis  der  eqGrzmB‐Proteine  (wt,  ΔDP,  ΔDP  M1‐M3) 
mittels indirekter Immunfluoreszenz durchgeführt. Durch diese Analyse konnte zudem eine Aussage 
über  die  intrazelluläre  Lokalisation  der  exprimierten  eqGrzmB‐Proteinvarianten  getroffen werden. 
Der monoklonale Antikörper XIXG7 wurde zur intrazellulären Detektion von eqGrzmB verwendet. Als 
Spezifitätskontrolle  dienten  293TT‐Zellen, welche mit  dem  lacZ‐Gen  transient  transfiziert wurden 
(Abb. 18 Reihe 1 / β‐Galaktosidase). 
Wt  eqGrzmB  sowie  die  jeweiligen  Mutanten  (ΔDP;  ΔDP M1‐M3)  lokalisieren  hauptsächlich  im 
Zytoplasma der untersuchten Zellen,  in einem perinuklearen Bereich (Abb. 18 Spalten 2 und 3). Ein 
Teil  des  exprimierten  Proteins  ist  zusätzlich  im  Zellkern  lokalisiert.  Durch  die  Verwendung  des 
lacZ‐Genes  wird  gezeigt,  dass  es  sich  bei  den  auftretenden  Signalen  um  eqGrzmB‐spezfische 
Reaktionen  handelt,  da  das  β‐Galaktosidase  Protein  durch  den  verwendeten  Antikörper  nicht 
detektiert wird. 
Zusammenfassend  konnte  durch  die  durchgeführten  Analysen  (Western  blot  und  indirekte 
Immunfluoreszenz) mit Hilfe des monoklonalen α‐eqGrzmB Antikörpers XIXG7 die Expression aller in 
der Arbeit  verwendeten  eqGrzmB‐Proteinvarianten  in  transient  transfizierten 293TT‐Zellen  gezeigt 
werden.  Hierdurch  wurde  gezeigt,  dass  die  Resultate  des  Aktivitätsnachweises  auf  den  in  das 
eqGrzmB‐Protein eingeführten Mutationen und nicht auf fehlender Expression der Proteine beruhen. 
Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass der verwendete Antikörper natives eqGrzmB, exprimiert  in 
equinen Lymphozyten, detektieren kann. 
In weiteren Untersuchungen wurden alle hergestellten Antikörper (mono‐ sowie polyklonal) auf  ihr 
Potential  zur  Detektion  des  equinen  Granzym  B  Proteins  in  Verfahren  zur  Detektion  von 
T‐Zellantworten hin analysiert. Hierzu sollte zunächst  in einem ELISA‐Experiment überprüft werden, 
ob die Antikörper nach Bindung  an  eine  Plastikoberfläche  (Reaktionsplatten)  in der  Lage  sind das 
equine Granzym B Protein zu binden bzw. an einen Antikörper gebundenes eqGrzmB zu detektieren. 
Anschließend sollten die Antikörper in ELISPOT‐Nachweisverfahren eingesetzt werden (KapitelF.3). 
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Abbildung 18: Intrazellulärer Nachweis und Lokalisation verschiedener eqGrzmB‐Proteinvarianten 
Wt  eqGrzmB‐Protein,  sowie  alle  hier  analysierten  eqGrzmB‐Varianten  zeigen  eine  vornehmlich 
zytoplasmatische  Lokalisation  in granular‐ähnlichen Strukturen. Ein Teil des Proteins befindet  sich  zudem  im 
Zellkern  (Ko‐Lokalisation mit Kern DNA; hier blau). Zur Analyse der Lokalisation wurden 293TT‐Zellen mittels 
eines  pCDNA‐Expressionsvektors  für  das  entsprechende  eqGrzmB‐Konstrukt  transient  transfiziert.  Das 
eqGrzmB‐Protein  und  die  Kern‐DNA  wurden  durch  indirekte  Immunfluoreszenz  und  anschließender 
Lasermikroskopie  (Einzelschnitt)  detektiert.  Abgebildet  sind  jeweils:  Links:  Kern‐DNA‐Färbung  mittels  DAPI 
(blau); Mitte: Fluoreszenz des eqGrzmB‐Nachweis (rot); computergenerierte Doppelfluoreszenz des Kern‐DNA‐ 
sowie des eqGrzmB‐Nachweises  (lila bei Ko‐Lokalisation). Erstantikörper: α‐eqGrzmB XIXG7  (1:100 / 5 ng/µl); 
Zweitantikörper: α‐Maus IgG Alexa 594nm (1:400). Mutationen des aktiven Zentrums: M1: H64A; M2: D108A; 
M3: S203A. 
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F.1.6 Enzymkinetik 
Zusätzlich  wurde  die  Enzymkinetik  des  isolierten  equinen  Granzym  B  Proteins  über  den  zuvor 
beschriebenen Aktivitätsnachweis ermittelt. Um den relativen Km‐Wert der enzymatischen Reaktion 
zu  ermitteln,  wurden  293TT‐Zellen  mit  dem  Expressionskonstrukt  für  ΔDP  eqGrzmB  transient 
transfiziert.  Anschließend  wurden  Zellextrakte  dieser  Zellen  im  Aktivitätstest  in  Gegenwart 
unterschiedlicher  Substratkonzentrationen  vermessen. Als Negativkontrolle  dienten  Zellen, welche 
mit dem  leeren Expressionsvektor  transfiziert wurden. Um die erhaltenen Daten  zu normalisieren, 
wurden als Referenzwerte  für die Substratkonzentration  [S] = 120 µM und  für die Geschwindigkeit 
der Reaktion V[s] = 120 µM festgelegt. Für die unterschiedlichen Substratkonzentrationen wurden je 
Triplikate vermessen und die Werte normalisiert. Zusätzlich wurden drei unabhängige Experimente 
durchgeführt. Die Ergebnisse wurden dann kombiniert und  sind  in Abbildung 19 dargestellt. Unter 
den gegebenen experimentellen Konditionen zeigte eqGrzmB einen relativen Km = 151,2 +/‐ 9,6 µM 
für das hier eingesetzte synthetische Granzym B Substrat Ac‐IEPD‐pNA. Zusätzlich wurde der Km‐Wert 
für humanes Granzym B unter identischen Versuchsbedingungen bestimmt (Km = 447 +/‐ 92 µM). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 19: Enzymatische Kinetik von eqGrzmB
Enzymatische Kinetik von eqGrzmB in Bezug auf das synthetische Substrat Ac‐IEPD‐pNA. Hier dargestellt ist das
kombinierte  Ergebnis  von  drei  unabhängigen  Experimenten.  EqGrzmB  zeigt  das  typische  hyberbolische
Michaelis‐Menten‐Verhalten für Enzyme. Die durchgezogene Linie zeigt die Ausgleichsgerade aller Werte, die
gestrichelten  Linien  stellen das 95 % Konfidenzintervall dar. Die einzelnen Datenpunkte  sind als Mittelwerte
aller Experimente angegeben. Unter den Versuchsbedingungen zeigt das eqGrzmB Enzym einen Km‐Wert von
151,2 +/‐ 9,6 µM. 
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F.1.7 Substratspezifität des eqGrzmB­Isolats 
Der  Aktivitätstest  unter  Zuhilfenahme  eines  für  Granzym  B  spezifischen  synthetischen  Substrates 
zeigt,  dass  die  isolierte  cDNA  nach  Expression  in  eukaryotischen  Zellen  Granzym  B  spezifische 
Aktivität  aufweist. Um  zu  zeigen,  dass  das  in  transient  transfizierten  Zellen  exprimierte  eqGrzmB 
nicht  zusätzlich  weitere  enzymatische  Aktivitäten  besitzt,  wurde  ein  weiterer  Aktivitätstest 
durchgeführt. In diesem wurde, neben dem synthetischen Granzym B Substrat, ein für Chymotrypsin 
spezifisches Substrat eingesetzt. Chymotrypsin wurde als Referenz gewählt, da es, wie Granzym B, 
zur  Familie der  Serinproteasen gehört.  Substrate  für weitere Mitglieder der Granzym‐Superfamilie 
sind nicht erhältlich und konnten daher nicht eingesetzt werden. Zur Durchführung des Aktivitätstest 
wurden  293TT‐Zellen  abermals mit  dem  ΔDP  eqGrzmB  Expressionskonstrukt  transient  transfiziert 
und  nach  48  h  Inkubation  lysiert.  Das  geklärte  Zelllysat  wurde  anschließend  sowohl  mit  dem 
Granzym B  Substrat,  als  auch  mit  dem  Chymotrypsin‐spezifischen  Substrat  inkubiert.  Als 
Positivkontrolle der Chymotrypsin Reaktion diente rekombinantes Chymotrypsin. Abbildung 20 zeigt 
das Ergebnis des Substratspezifitätstest. Die enzymatische Aktivität des entsprechenden Proteins ist 
als Maß der Absorption bei 405nm angegeben. Transient exprimiertes GrzmB, sowie das eingesetzte 
rekombinante Chymotrypsin zeigen nur enzymatische Spaltungsaktivität, wenn sie mit dem  jeweils 
für  das  entsprechende  Enzym  spezifischen  Substrat  inkubiert  werden  (Spalte  1,  respektive  3). 
Werden  die  jeweils  unspezifischen  Substrate  eingesetzt  (Chymotrypsin  Substrat  für  Granzym  B 
Reaktion  und  umgekehrt),  findet  keine  enzymatische  Reaktion  statt,  was  am  Ausbleiben  der 
Farbreaktion  deutlich  zu  erkennen  ist.  (vgl.  Spalten  2  und  4).  Der  durchgeführte  Test  zeigt  eine 
deutliche  Granzym  B  Substratspezifität  für  das  in  der  vorliegenden  Arbeit  identifizierte  equine 
Granzym B Isolat. 
 
F.1.8 Inhibition der enzymatischen Aktivität des isolierten eqGrzmB­Proteins 
Neben der Substratspezifität sollte  in einem weiteren Test überprüft werden, ob die enzymatische 
Aktivität  des  transient  exprimierten  eqGrzmB‐Proteins  durch  spezifische  Granzym  B  Inhibitoren 
unterbunden  werden  kann.  Hierzu  wurde  der  Granzym  B  Aktivitätstest,  wie  oben  beschrieben, 
durchgeführt,  zusätzlich wurden  dem  Reaktionsansatz  die  beiden  Granzym  B  Inhibitoren  I  und  II 
(E.1.4.5) in einer Molarität von je 10 nM zugefügt. Um die Spezifität der Inhibition zu gewährleisten, 
wurde hier ebenfalls Chymotrypsin als Kontrollenzym und ein für Chymotrypsin‐spezifischer Inhibitor 
(20 nM) in den Aktivitätstest integriert. 
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Die beiden Enzyme (transient exprimiertes eqGrzmB sowie rekombinantes Chymotrypsin) wurden in 
dem  in Abbildung 21 dargestellten Versuch  jeweils mit dem  für sie spezifischen Substrat  inkubiert. 
Spalten 1‐3  zeigen die  enzymatische Chymotrypsin‐Aktivität: nur der  für Chymotrypsin  spezifische 
Inhibitor  ist  in  der  Lage,  die  Spaltungsreaktion  des  synthetischen  Substrats  zu  unterbinden, 
wohingegen die beiden Granzym B Inhibitoren keine Auswirkung auf die Aktivität des Enzyms zeigen. 
Im Gegenteil  hierzu wird  die Granzym  B‐Aktivität  des  eqGrzmB‐Isolats  nur  durch  die  spezifischen 
Granzym B Inhibitoren unterbunden. Der Chymotrypsin Inhibitor zeigt in diesem Fall keine Wirkung. 
Die beiden Experimente zur Substrat‐ und Inhibitorspezifität zeigen, dass die isolierte cDNA‐Sequenz 
nach transienter Expression in eukaryotischen Zellen eine Granzym B spezifische Aktivität aufweist. 
 
Abbildung 20: eqGrzmB‐Substratspezifität 
293TT‐Zellen wurden transient mit dem ΔDP eqGrzmB‐Expressionskonstrukt transfiziert und die enzymatische
Aktivität  des  exprimierten  eqGrzmB,  wie  unter  E.2.4.9  beschrieben,  in  Gegenwart  oder  Abwesenheit  des
synthetischen Granzym  B  Substrates  vermessen. Um  Substratspezifität  zu  zeigen, wurde  dem Aktivitätstest
Chymotrypsin  mit  dem  zugehörigen  spezifischen  Substrat  (Suc‐Gly‐Gly‐Phe‐pNA)  zugefügt.  Enzymatische
Aktivität  des  exprimierten  ΔDP  eqGrzmB  kann  nur  beobachtet  werden,  wenn  das  Granzym  B  spezifische
Substrat  der  Reaktion  zugefügt  ist  (Reaktionen  links).  Bei  Einsatz  des  Chymotrypsin‐spezifischen  Substrates
erfolgt keine enzymatische Spaltung des selbigen. Als Positivkontrolle  für die Chymotrypsin Reaktion wurden
10 U rekombinantes Chymotrypsin verwendet  (Reaktionen rechts). Hellgraue Balken: Granzym B spezifisches
Substrat; dunkelgraue Balken: Chymotrypsin spezifisches Substrat. 
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Dies wird zum einen durch die Substratspezifität gezeigt, da Zelllysate eqGrzmB cDNA transfizierter 
293TT‐Zellen  ausschließlich  das  synthetische  Granzym  B  Substrat  umsetzen,  wohingegen  das 
Chymotrypsin spezifische Substrat nicht enzymatisch gespalten wird. Desweiteren ist eine Inhibition 
der Substratumsetzung nur durch den Einsatz  spezifischer Granzym B  Inhibitoren möglich. Hieraus 
lässt  sich  somit  folgern,  dass  die  isolierte  cDNA  und  das  durch  diese  kodierte  Protein  eindeutige 
Granzym B Aktivität zeigt. 
F.1.9 Schlussfolgerung 
Die  zur  Charakterisierung  der  isolierten  cDNA‐Sequenz  durchgeführten Analysen  zeigen  eindeutig, 
dass  es  sich  bei  der  klonierten  cDNA‐Sequenz  um  das  für  equines  Granzym  B  kodierende  Gen 
handelt.  
Abbildung 21: Inhibition der eqGrzmB‐Aktivität
Zur Bestimmung der Spezifität der Inhibition der eqGrzmB‐Aktivität wurden 293TT‐Zellen transient mit dem 
ΔDP eqGrzmB‐Expressionskonstrukt transfiziert und die enzymatische Aktivität der Zellextrakte in Gegenwart 
des spezifischen GrzmB‐Substrats determiniert. Zusätzlich wurden den Reaktionsansätzen Inhibitoren zugefügt. 
Als Kontrolle diente erneut Chymotrypsin (mit zugehörigem Substrat und spezifischem Inhibitor). Die Abbildung
zeigt die enzymatische eqGrzmB‐Aktivität (hellgraue Balken), sowie die Chymotrypsin‐Aktivität (dunkelgraue 
Balken). Die Aktivität der beiden Enzyme wird jeweils nur durch den für sie spezifischen Inhibitor unterbunden: 
10 nM GrzmB‐Inhibitor II, respektive GrzmB‐Inhibitor IV führen zu einer Reduktion der Granzym B spezifischen 
Aktivität. Der Chymotrypsin spezifische Inhibitor (20 nM) zeigt keine Wirkung auf eqGrzmB. Die identische 
Inhibitorkonzentration ist jedoch in der Lage, die Chymotrypsin‐spezifische Aktivität zu blockieren; die beiden 
GrzmB‐Inhibitoren sind nicht in der Lage, die Chymotrypsin‐Reaktion zu unterbinden. 
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F.2 Herstellung von α­eqGrzmB­Antikörpern 
Nach  Isolation,  Klonierung  und  Charakterisierung  der  equinen  Granzym  B  cDNA  sollten  in  einem 
nächsten  Schritt  mono‐,  sowie  polyklonale  Antikörper  gegen  das  equine  Granzym  B  Protein 
hergestellt  werden.  Dies  sollte  durch  die  Immunisierung  von  Versuchstieren  und  anschließender 
Herstellung  sogenannter  Hybridome  (monoklonale  Antikörper),  sowie  der  Gewinnung  eines 
Antiserums  (polyklonale  Antikörper)  erreicht  werden.  Als  Antigene  für  die 
Immunisierungsexperimente wurde a) eqGrzmB‐cDNA  (DNA‐Immunisierung) und b) rekombinantes 
GST‐eqGrzmB‐Protein  (Protein‐Immunisierung)  eingesetzt.  Zunächst  wurde  das  in  der 
DNA‐Immunisierung  eingesetzte  eqGrzmB‐Expressionskonstrukt  kloniert,  sowie  das 
GST‐eqGrzmB‐Expressionskonstrukt kloniert, anschließend  in Bakterien exprimiert und aufgereinigt. 
In den beiden folgenden Abschnitten  ist die Klonierung eines eqGrzmB‐DNA‐Expressionskonstruktes 
zur  DNA‐Immunisierung,  sowie  die  Klonierung  und  Aufreinigung  des  rekombinanten 
eqGrzmB‐Proteins beschrieben. 
 
F.2.1 Klonierung der Tetanus Toxin Fragment C­eqGrzmB­Fusions­DNA 
Zur  Verbesserung  der  Immunogenität  von  eqGrzmB  in  der  DNA‐Immunisierung  wurde  ein 
Expressionskonstrukt  kloniert,  bei welchem  die  eqGrzmB‐cDNA  an  das  3‘‐Ende  der  Tetanus  Toxin 
Fragment C‐ (TT FragC) cDNA subkloniert wurde. TT FragC wurde als Fusionspartner gewählt, da sein 
prinzipielles  Potential  zu  Verbesserung  der  Immunogenität  verschiedener  Antigene  in  der 
DNA‐Immunisierung  beschrieben  wurde  (Spellerberg  et  al.,  1997).  Nach  Expression  der 
TT FragC‐cDNA  enthält  das  gebildete  Protein  in  seiner  Aminosäuresequenz  ein 
CD4+ T‐Helferzellepitop, welches die, gegen das Antigen  induzierte,  Immunantwort  in Richtung der 
humoralen  (Th2‐) Antikörperantwort beeinflusst. Durch Fusionen der TT FragC‐Aminosäuresequenz 
an  schwach  immunogene Proteine kann  somit die Bildung von Antikörpern gegen das gewünschte 
Antigen optimiert und begünstigt werden. 
Zur  Klonierung  der  TT  FragC‐ΔSPeqGrzmB‐cDNA  (Deletion  des  eqGrzmB‐Signalpeptides  /  siehe 
Abschnitt F.2.2) wurde in einem ersten Schritt das Stopcodon des TT FragC‐Proteins deletiert, indem 
es  gegen  die  Sequenz  GTC  (Valin)  mutiert  wurde.  Anschließend  wurde  die 
ΔSPeqGrzmB‐cDNA‐Sequenz  an  das  Ende  der  TT  FragC‐cDNA  subkloniert.  Der  entstandene 
Expressionsvektor  pCDNA3.1(+)/TTFragC‐ΔSPeqGrzmB  (#1421)  wurde  in  den 
DNA‐Immunisierungsexperimenten eingesetzt. 
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F.2.2 Klonierung, Expression und Aufreinigung von rekombinantem GST­eqGrzmB 
Um  das  für  die  Proteinimmunisierung  von  Versuchstieren  benötigte  eqGrzmB‐Protein  in 
ausreichenden  Mengen  zu  gewinnen,  wurde  es  in  der  vorliegenden  Arbeit  als 
Glutathion‐(S)‐Transferase  (GST)‐Fusionsprotein  in  Bakterien  exprimiert  und  über  eine 
Affinitätschromatographie  mit  Hilfe  einer  GST‐Trap‐Säule  aufgereinigt.  Zur  Herstellung  des 
rekombinanten  GST‐eqGrzmB‐Fusionsproteins  wurde  die  eqGrzmB‐cDNA  in  den 
GST‐Expressionsvektor  pGEX‐4T‐2  kloniert.  Aufgrund  der  gewählten  Klonierungsstrategie  entstand 
ein  GST‐wt  eqGrzmBΔC14‐Fusionsprotein,  welches  am  C‐Terminus  ein  um  14  AS  verkürztes 
eqGrzmB‐Protein aufweist. Abbildung 22 a) zeigt eine Teilsequenz des klonierten Fusionsproteins an 
der Übergangsstelle zwischen GST und eqGrzmB. 
 
Nach erfolgreicher Klonierung wurde die Plasmid‐DNA pGEX‐4T‐2/wt eqGrzmB (Klon #1395) in E.coli 
Rosetta‐Bakterien  transformiert  und  überprüft  ob  das  Fusionspotein  in  Bakterien  nach  Induktion 
exprimiert wird. In allen getesteten Bakterienklonen wird das Fusionsprotein exprimiert, jedoch war 
eine große Menge an freiem (nicht fusioniertem) GST‐Protein zu beobachten. Eine mögliche Ursache 
für  das  Auftreten  des  freien  GST‐Proteins  ist  ein  vorzeitiger  Abbruch  der  Translation  an  der 
Fusionsstelle zwischen GST‐ und dem eqGrzmB‐Protein. Unter den gewählten Versuchsbedingungen 
war  somit  die  Expression  und  anschließende  Aufreinigung  über  eine  GST‐Trap‐Säule  des 
Volllänge‐GST‐wt eqGrzmBΔC14‐Fusionsprotein nicht möglich. 
 
Abbildung 22: Teilsequenzen der beiden klonierten GST‐eqGrzmB‐Fusionsproteine
a) das GST‐eqGrzmBΔC14‐Fusionsprotein  (Klon # 1395) mit dem eqGrzmB‐Signalpeptid  (grün). Aufgrund der
gewählten Klonierungsstrategie ist das eqGrzmB‐Protein am C‐Terminus um 14 Aminosäuren verkürzt.  
b) das GST‐ΔSignalpeptid‐  (SP) eqGrzmBΔC14‐Fusionsprotein  (Klon #1442), bei welchem das Signalpeptid, zur
besseren Expression in E.coli Bakterien, deletiert wurde (Erläuterungen siehe Text). Rot: GST‐AS‐Sequenz; grün:
eqGrzmB‐Signalpeptid‐AS‐Sequenz; blau: eqGrzmB‐AS‐Sequenz; schwarz: Vektorsequenzen. 
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Veränderungen  der  Induktionsbedingungen  und  Versuche  der  Optimierung  des  zur  Lyse 
verwendeten  Extraktionspuffers  führten  zu  keiner  Verbesserung  der  Ausbeute  an 
Volllänge‐GST‐eqGrzmBΔC14‐Fusionsprotein.  Aufgrund  dessen  wurde  eine  neue  Strategie  zur 
Expression und zur Aufreinigung eines GST‐eqGrzmB‐Fusionsproteins gewählt, welche  im folgenden 
Abschnitt näher erläutert ist. 
Am N‐Terminus des eqGrzmB‐Proteins (Signalpeptid) tritt eine Häufung von Leucin‐Aminosäuren auf, 
wodurch ein vorzeitiger Translationsabbruch an dieser Position möglich wäre. Dies ist eine denkbare 
Erklärung  für  die  große Menge  an  freiem  GST‐Protein  nach  Induktion  der  Proteinexpression.  Zur 
Verbesserung  des Verhältnisses  zwischen  freiem GST  und  dem GST‐eqGrzmB‐Fusionsprotein  nach 
Proteinexpression  und Aufreinigung, wurde  ein GST‐eqGrzmB‐Fusionsprotein  kloniert,  in welchem 
das  Signalpeptid  deletiert  wurde  (siehe  Abb.  22  b)).  Hierdurch  sollte  ein  vorzeitiger 
Translationsabbruch  an  der  Fusionsstelle  verhindert werden.  Zur  Expression  eines  rekombinanten 
GST‐ΔSignalpeptid‐  (ΔSP)  eqGrzmB‐Fusionsproteins  wurde  zunächst  ein  eqGrzmB‐Protein  ohne 
Signalpeptid mittels PCR generiert. Die eqGrzmB‐Aminosäuresequenz  im klonierten Fusionsprotein 
startet somit mit dem Aktivierungsdipeptid (vgl. hierzu Abb. 22 a) und b)). 
Abbildung 23: Western blot‐Analyse Induktionsbedingungen GST‐ΔSP eqGrzmB
Analyse  der  GST‐ΔSP  eqGrzmBΔC14‐Fusionsprotein‐Expression  in  Rosetta‐Bakterien  unter  verschiedenen
Induktionsbedingungen  durch  einen  α‐GST  Western  blot.  Die  Proteinexpression  wurde  durch  Zugabe
unterschiedlicher Mengen IPTG (100 µM und 50 µM) und variierender Bedingungen (37°C, 24°C, 9°C) induziert
(Induktion  jeweils ÜN). Bakterien wurden  lysiert und der Überstand geklärt. Die Abbildung  zeigt  jeweils das
Gesamtlysat (Spuren 1, 3, 5, 7, 9, 11) und den geklärten Überstand (Spuren 2, 4, 6, 8, 10, 12) bei den jeweiligen
Induktionsbedingungen. Lösliches Fusionsprotein (47 kDa) findet sich nur bei einer  Induktionstemperatur von
9°C nach Zugabe von 100 µM IPTG (rote Markierung / Spur 10). 
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Nach abgeschlossener Klonierung wurde das GST‐ΔSP eqGrzmB‐Expressionsplasmid ebenfalls in E.coli 
Rosetta‐Bakterien  transformiert  und  die  Proteinexpression  analysiert.  Vorversuche  zur  Ermittlung 
der  optimalen  Expressionsbedingungen  zur  Vermeidung  posttranslationaler  Degradation  und 
vorzeitigem  Translationsabbruch  (verschiedene  IPTG‐Konzentrationen  zur  Induktion; 
unterschiedliche  Inkubationstemperaturen)  ergaben,  dass  die  höchste  Ausbeute  an  löslichem 
Fusionsprotein  bei  einer  Induktionstemperatur  von  9°C  (ÜN‐Inkubation)  und  einer 
IPTG‐Konzentration von 100 µM erzielt werden kann. Bei höheren Induktionstemperaturen befindet 
sich  das  Fusionsprotein  (~  47  kDa)  fast  ausschließlich  im  Gesamtlysat  und  nicht  in  der  löslichen 
Fraktion  (geklärter  Überstand  /  Abb.23).  Abbildung  24  zeigt  das  Ergebnis  der  Aufreinigung  des 
GST‐ΔSPeqGrzmBΔC14‐Fusionsproteins. Infolge der Deletion des eqGrzmB‐Signalpeptides konnte das 
vollständige GST‐ΔSPeqGrzmB‐Fusionsprotein über eine GST‐Trap‐Säule aufgreinigt werden. 
 
 
Abbildung 24: Aufreinigung GST‐ΔSPeqGrzmB‐Fusionsprotein via GST‐Trap
Coomassie‐Blau‐Färbung  (links) und  α‐GST Western blot‐Analyse  einer GST‐ΔSP  eqGrzmBΔC14‐Aufreinigung.
Die Expression des GST‐Fusionsproteins einer 250 ml Bakterienkultur wurde induziert (100 µM IPTG / 9°C/ ÜN).
Nach Lyse der Bakterien wurde zentrifugiert und das Gesamtlysat (Spur 3) und der geklärte Überstand (Spur 4)
per  SDS‐PAGE  analysiert.  Ein Großteil  des  exprimierten  Fusionsproteins  befindet  sich  im Überstand  und  ist
löslich  (Spur  4).  Nach  Aufreinigung  (GST‐Trap‐Säule) wurden  die  Fraktionen  analysiert  und  Fusionsprotein‐
enthaltende Fraktionen vereint und dialysiert. Spuren 5‐15 zeigen die Fraktionen 1‐11 nach der Elution; Spur 16
zeigt die vereinten Fraktionen 2 und 3. *: GST‐ΔSPeqGrzmBΔC14; **: freies GST. 
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F.2.3 Herstellung mono­ und polyklonaler α­eqGrzmB­Antikörper 
Zur Herstellung sowohl mono‐ als auch polyklonaler α‐eqGrzmB‐Antikörper wurden das in Abschnitt 
F.2.1  beschriebene  eqGrzmB‐cDNA‐Expressionskonstrukt  und  das  unter  F.2.2  beschriebene 
GST‐ΔSPeqGrzmBΔC14‐Fusionsprotein  zur  Immunisierung  von  Versuchstieren  eingesetzt.  Zur 
Herstellung  monoklonaler  Antikörper  wurden  mehrere  Immunisierungsansätze  verfolgt:  a) 
Protein‐Immunisierung  (E.2.4.18.1);  b)  DNA‐Immunisierung  (E.2.4.18.2);  c) DNA‐Protein‐
Immunsierung. Zur Herstellung eines polklonalen  α‐eqGrzmB Antiserums wurde ein Kaninchen mit 
dem  GST‐ΔSPeqGrzmBΔC14‐Fusionsprotein  immunisiert  (E.2.4.18.3).  Die  Herstellung  der 
monoklonalen  α‐eqGrzmB‐Antikörper  erfolgte  in  der  vorliegenden  Arbeit  wie  unter  E.2.3.6 
beschrieben.  Letztendlich  konnten  durch  Immunisierung  mit  GST‐ΔSP  eqGrzmBΔC14  zwei 
monoklonale α‐eqGrzmB Antikörper gewonnen werden: monoklonaler Antikörper (mAb) XIXG7 und 
mAb  8D8.  Zusätzlich  konnte  durch  Proteinimmunisierung  des  Kaninchens  ein  polyklonales 
α‐eqGrzmB‐Antiserum gewonnen werden. 
 
F.2.4 Charakterisierung der monoklonalen Antikörper XIXG7 und 8D8 
Zur  näheren  Analyse  und  Charakterisierung  der  hergestellten  Hybridome  wurden  diese  in 
Western blot‐  und  Immunfluoreszenz‐Experimenten  eingesetzt  und  auf  ihre  spezifische 
α‐eqGrzmB‐Reaktivität  hin  getestet.  Hierzu  wurden  293TT‐Zellen  transient  mit  den  auf 
pcDNA‐Expressionsvektoren basierenden eqGrzmB ‐Expressionskonstrukten (wt und ΔDP) sowie mit 
einem  Expressionsvektor  für  das  β‐Galaktosidase‐Protein  (Vektor  #150)  transfiziert.  48  h  später 
wurden die Zellen entweder  lysiert (E.2.4.9 / wie für Aktivitätsnachweis beschrieben), anschließend 
der Gesamtproteingehalt bestimmt und in das Protein in einer Western blot‐Analysen eingesetzt. Für 
die Immunfluoreszenz wurden H5‐Insektenzellen mit für eqGrzmB‐kodierenden Bakuloviren infiziert. 
72h nach der Infektion wurde die Immunfluoreszenz durchgeführt. 
 
F.2.4.1 Western blot­Analyse 
Um zu überprüfen, ob die beiden Hybridome XIXG7 und 8D8 in der Lage sind eqGrzmB‐Protein nach 
elektrophoretischer  Auftrennung  im  Western  blot‐Verfahren  zu  detektieren,  wurden  15  µg 
Gesamtprotein eines Lysats  transient  transfizierter 293TT‐Zellen mittels denaturierender SDS‐PAGE 
aufgetrennt  und  schließlich  auf  eine  Nitrozellulosemembran  transferiert.  Zur  Detektion  des 
eqGrzmB‐Proteins  wurden  die  beiden  Antikörper  zunächst  aus  Hybridom‐Zellkulturüberständen 
aufgereinigt. In der Western blot‐Analyse wurden diese dann je 1:100 (5 ng/µl) verdünnt eingesetzt 
und durch Zugabe eines HRP‐gekoppelten Sekundärantikörpers detektiert. 
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Abbildung  25  a)  zeigt  das  Ergebnis  einer  solchen  Western  blot‐Analyse  für  den  monoklonalen 
Antikörper  XIXG7.  Analysiert  wurden  hierbei  293TT‐Zelllysate,  welche  zuvor  mit  dem  lacZ‐Gen 
(Spur 1)  oder  dem wt eqGrzmB‐Expressionskonstrukt  (Spur  2)  transfiziert wurden.  Der  Antikörper 
zeigt hierbei zwei charakteristische Banden: die untere der beiden Banden (~37 kDa) stellt vermutlich 
das eqGrzmB‐Protein dar (theoretisches Molekulargewicht 27 kDa), diese fehlt  in mit  lacZ transient 
transfizierten Zellen. Die obere der beiden Banden (~55 kDa) zeigt eine unspezifische Kreuzreaktion 
des  XIXG7  Antikörpers  gegen  eine  in  293TT‐Zellen  vorkommende  Komponente.  Ein  ähnliches 
Ergebnis  liefert die Analyse des  zweiten Antikörpers  8D8  (Abb.  25 b)). Allerdings  zeigt der  zweite 
untersuchte Antikörper keine Kreuzreaktion. Hier tritt nur die eqGrzmB (~37 kDa /Spur2) auf (nicht in 
lacZ‐transfizierten Zellen; vgl. Spur 1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die Western blot‐Analyse der beiden monoklonalen α‐eqGrzmB Antikörper zeigt, dass beide  in der 
Lage sind, an denaturierte, lineare Epitope des eqGrzmB‐Proteins zu binden.Die Antikörper sollten in 
späteren Experimenten das native,  in equinen Lymphozyten exprimierte Protein erkennen können. 
Um  zu überprüfen, ob die beiden Antikörper ebenfalls  an  intrazelluläres eqGrzmB binden  können 
wurde eine indirekte Immunfluoreszenz‐Analyse durchgeführt. 
Abbildung 25: Western blot‐Analyse mAb XIXG7 und 8D8 α‐eqGrzmB
Die  beiden  monoklonalen  Antikörper  XIXG7  und  8D8  binden  beide  in  einer  Western  blot‐Analyse  an
denaturiertes  eqGrzmB‐Protein  (Bande  ~37 kDa).  XIXG7  weist  zudem  eine  Kreuzreaktivität  mit  einem  in
293TT‐Zellen exprimierten Protein auf  (Bande: ~55 kDa). Zur Analyse der Bindungseigenschaften der beiden
Antikörper wurden 293TT‐Zellen transient mit Expressionskonstrukten für β‐Galaktosidase (lacZ / Spur 1), und
wt  eqGrzmB  (Spur  2)  transfiziert,  lysiert  und  15  µg  des  Gesamtprotein  per  SDS‐PAGE  elektrophoretisch
aufgetrennt. Erstantikörper: XIXG7 und 8D8 α‐eqGrzmB  je 1:100; Sekundärantikörper: Ziege α‐Maus  IgG‐HRP
1:3000. 
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F.2.4.2 Immunfluoreszenz 
Neben der  Eigenschaft das  eqGrzmB‐Protein  in  denaturierter  Form  zu  detektieren,  sollte  getestet 
werden,  ob  die  beiden  Antikörper  XIXG7  und  8D8  ebenfalls  an  natives  eqGrzmB‐Protein  binden 
können. Zu diesem Zweck wurden H5‐Insektenzellen mit rekombinanten Bakuloviren infiziert, welche 
für  das  ΔDP eqGrzmB‐Protein  kodieren.  Als  Negativkontrollen  wurden  die  Zellen  mit  dem 
wt Bakulovirus  infiziert.  Die  Zellen  wurden  auf  Deckgläschen  kultiviert  und  72  h  nach  erfolgter 
Infektion fixiert und für die Immunfluoreszenz eingesetzt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 26: Immunfluoreszenz‐Analyse der eqGrzmB‐Expression in H5‐Insektenzellen 
H5‐Insektenzellen  wurden  auf  Deckgläschen  kultiviert  und  anschließend  mit  eqGrzmB‐kodierenden
rekombinanten  Bakuloviren  infiziert.  72h  nach  erfolgter  Infektion wurde  die  eqGrzmB‐Expression  in  der  IF
analysiert. Zur Färbung der Zellkerne wurden die Zellen mit dem Farbstoff DAPI behandelt. Beide untersuchten
monoklonalen  Antikörper  (XIXG7  und  8D8)  sind  in  der  Lage  das  in  H5‐Zellen  exprimierte  eqGrzmB‐Protein
intrazellulär  zu detektieren  (rote  Signale). Die Reaktion mit den  als Negativkontrolle  eingesetzten H5‐Zellen
(infiziert mit wt Bakulovirus) verlief negativ und führte zu keinen Signalen. Erstantikörper: mAb XIXG7 und 8D8
α‐eqGrzmB je 1:100 (5 ng/µl) / Zweitantikörper: Ziege αMaus IgG Alexa594. 
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In Abbildung 26 ist das Ergebnis dieser Immunfluoreszenz‐Analyse dargestellt. Zur Visualisierung der 
Zellen wurden diese durch Anfärbung  der  Zellkern‐DNA mit dem  Farbstoff DAPI behandelt  (blaue 
Färbung). Nach Expression des wt eqGrzmB‐Proteins (Spalte 2) führen beide untersuchten Antikörper 
zu einem deutlichen Signal (rot), welches in Kontrollzellen (Spalte 1) nicht auftritt. Hieraus folgt, dass 
die  beiden  monoklonalen  Antikörper  zur  spezifischen  intrazellulären  Detektion  des  transient 
exprimierten  eqGrzmB‐Proteins  fähig  sind.  Jedoch  ist  zu  beachten,  dass  das  untersuchte 
eqGrzmB‐Protein  in  H5‐Insektenzellen  exprimiert  wurde.  Posttranslationale  Modifikationen,  wie 
Phosphorylierung und/oder Glykosylierung, in equinen Zellen differieren möglicherweise. Somit kann 
nicht  gefolgert  werden,  dass  die  beiden  α‐eqGrzmB  Antikörper  an  das  native,  in  equinen 
Lymphozyten exprimierte, eqGrzmB‐Protein binden können. 
F.2.5 Analyse des polyklonalen α­eqGrzmB­Kaninchenserum 
Neben  der  Herstellung  monoklonaler  Antikörper  gegen  das  eqGrzmB‐Protein,  wurde  in  der 
vorliegenden Arbeit ein polyklonales α‐eqGrzmB‐Antiserum hergestellt. Hierzu wurde ein Kaninchen 
mit  rekombinantem  GST‐eqGrzmB‐Fusionsprotein  immunisiert  (E.2.4.18.3).  Nach  Beendigung  der 
Immunisierungen wurde  das  polyklonale  Antiserum  auf  das  Vorhandensein  eqGrzmB‐spezifischer 
Antikörper  mittels  Western  blot  und  indirekter  Immunfluoreszenz  analysiert.  Nach  transienter 
Transfektion  von  293TT‐Zellen  mit  dem  wt  eqGrzmB‐Expressionskonstrukt,  wurden  die  Zellen 
entweder  lysiert  und  für  die  Western  blot‐Analyse  als  Antigen  eingesetzt  oder  in  der 
Immunfluoreszenz  verwendet.  Das  polyklonale  α‐eqGrzmB‐Kaninchenserum  ist  in  der  Lage,  das 
eqGrzmB‐Protein spezifisch, sowohl in seiner denaturierten Form (siehe WB‐Analyse Abb. 27 a)), als 
auch intrazellulär in 293TT‐Zellen, (IF‐Analyse, Abb. 27 b)) zu detektieren. 
Somit  stehen  nach  Abschluss  der  durchgeführten  Immunisierungsexperimente  zwei monoklonale 
Antikörper,  sowie  ein polyklonales Antiserum  zur Detektion  des  eqGrzmB‐Proteins  zur Verfügung. 
Die Antikörper können in Western blot‐Analysen und Immunfluoreszenz Untersuchungen eingesetzt 
werden. Weiterführende Untersuchungen der beiden monoklonalen Antikörper 8D8 und XIXG7 und 
des polyklonalen Kaninchenantiserums  finden  sich  in Kapitel F.3  (ELISA und ELISPOT Experimente).
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Abbildung 27: Western blot‐ und Immunfluoreszenz‐Analyse des polyklonalen Kaninchenserums 
Das  durch  GST‐eqGrzmBΔC14‐Fusionsprotein‐Immunisierung  hergestellte,  polyklonale  α‐eqGrzmB‐
Kaninchenserum  ist  in der  Lage das  in  transient  transfizierten 293TT‐Zellen  exprimierte  eqGrzmB‐Protein  in
Western  blot‐  und  Immunfluoreszenz‐Analysen  zu  detektieren.  293TT‐Zellen  wurden  hierzu  mit  dem  wt
eqGrzmB‐Expressionskonstrukt transfiziert und 48 h später lysiert (WB) oder in der IF eingesetzt. Erstantikörper
WB und  IF: aus Kaninchenserum aufgereinigte polyklonale Antikörper 1:100; Sekundärantikörper: WB: Ziege
α‐Kaninchen IgG‐HRP 1:3000; IF: Ziege α‐Kaninchen Alexa488 1:400. 
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F.3 Etablierung eines eqGrzmB­ELISPOT­Nachweisverfahren 
Hauptziel  der  vorliegenden  Arbeit war  es,  ein  Verfahren  zum  Nachweis  zytotoxischer  T‐Zellen  in 
Equiden  zu  etablieren.  Zur  vollständigen  Charakterisierung  der  Eigenschaften  der  BPV 1  L1/E7 
CVLP‐Vakzine  ist es notwendig, die durch die Vakzine  induzierten  Immunreaktionen zu detektieren. 
Wie  in Kapitel F.4 beschrieben,  ist dies  für die Analyse der humoralen  Immunantwort möglich, der 
Nachweis  der  zellulären  Immunantwort  hingegen  stellt  ein  Problem  dar,  da  derzeit  keine 
Nachweisverfahren zur Detektion und Analyse zellulärer Immunreaktionen in Equiden zur Verfügung 
stehen.  Mögliche  Verfahren  zum  Nachweis  zytotoxischer  T‐Zellen,  welche  in  anderen 
Versuchstiersystemen angewendet werden sind: 
1. Zytokin‐ELISPOT‐Nachweisreaktionen 
2. Zytokin‐FACS‐Nachweisreaktionen 
3. 51Cr‐release (Freisetzung) Verfahren 
 
F.3.1 ELISPOT­Nachweisverfahren 
Das ELISPOT‐Nachweisverfahren basiert auf der Freisetzung von Zytokinen durch aktivierte T‐Zellen, 
welche  in  einer  Detektionsreaktion  durch  spezifische,  gegen  das  Zytokin  gerichtete,  Antikörper 
nachgewiesen werden können. Abbildung 28 zeigt das Prinzip des ELISPOT‐Nachweisverfahrens. Als 
Antigen wird  häufig  das  Zytokin  Interferon‐γ  (IFNγ)  verwendet, welches  von  aktivierten  CD4+  und 
CD8+ T‐Zellen sezerniert wird. Neben diesem stehen prinzipiell noch weitere Zytokine zur Verfügung, 
jedoch  ist Granzym B  (GrzmB) ein  interessanter Kandidat  für die Detektion von CD8+ T‐Zellen. Wie 
bereits  in  der  Einleitung  (D.6  und  D.7)  besprochen,  ist  Granzym B  eines  der  Effektorproteine 
aktivierter CD8+ zytotoxischer T‐Zellen, dessen Nachweis eine direkte Diskriminierung zwischen CD4+ 
und CD8+ T‐Zellen erlaubt. Im Gegensatz hierzu wird IFN‐γ von beiden T‐Zellgruppen produziert und 
sezerniert. Die direkte Unterscheidung der beiden T‐Zell‐Gruppierungen erlaubt eine Aussage über 
die Art der induzierten T‐Zellantwort (Th1 vs. Th2). Dies ist oft von Bedeutung, da die therapeutische 
Vakzinierung  (z.B.:  BPV 1  L1/E7  CVLP)  die  Induktion  CD8+  zytotoxischer  T‐Zellen  zum  Ziel  hat;  ein 
direkter Nachweis dieser T‐Zell‐Gruppierung ist aus diesem Grund wünschenswert. 
Im  Rahmen  der  vorliegenden  Dissertation  sollten  beide  ELISPOT‐Verfahren  (Nachweis  der  IFNγ‐, 
sowie der GrzmB‐Sekretion  aktivierter  T‐Zellen) etabliert und  angewendet werden.  Fernziel  ist es, 
eine durch die Vakzine hervorgerufene BPV 1 E7‐spezifische T‐Zellantwort zu detektieren. 
Um  einen  ELISPOT  zu  diesem  Zweck  zur  Verfügung  zu  stellen,  mussten  zunächst  die  für  das 
Analyseverfahren benötigen monoklonalen Antikörper generiert und charakterisiert werden. 
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Kapitel  F.1  und  F.2  beschreiben  die  Herstellung  der  eqGrzmB‐spezifischen  Antikörper  von  der 
Identifikation der eqGrzmB‐cDNA bis zur Charakterisierung mono‐, sowie polyklonaler Antikörper. Im 
folgenden Abschnitt wird die Eignung der hergestellten Antikörper zur Detektion CD8+ zytotoxischer 
T‐Zellen im ELISPOT‐Verfahren beschrieben. Ebenso sollten monoklonale, gegen natives equines IFNγ 
(eqIFNγ)  gerichtete  Antikörper  hergestellt  und  analysiert  werden.  In  vorangegangenen  Arbeiten 
(Gutmann  et  al.,  2005)  wurden  bereits  monoklonale  Antikörper  gegen  rekombinantes  GST‐IFNγ 
erzeugt und charakterisiert, diese konnten jedoch nicht im ELISPOT‐Verfahren eingesetzt werden, da 
sie nicht  in der Lage sind, natives eqIFNγ mit einer ausreichenden Sensitivität zu detektieren. In der 
vorliegenden  Arbeit wurden  durch  Immunisierung  von Mäusen mit GST‐eqIFNγ weitere  α‐eqIFNγ 
Antikörper  generiert,  diese  waren  jedoch  ebenso  nicht  für  den  Einsatz  im 
ELISPOT‐Nachweisverfahren geeignet. Versuche zur Aufreinigung des nativen eqIFNγ‐Proteins mittels 
Affinitätschromatographie  (α‐GST‐eqIFNγ  Antikörper  zur  Bindung  des  nativen  Antigens)  waren 
ebenfalls nicht erfolgreich  (Daten nicht  gezeigt). Aus diesen Gründen wurde die  Etablierung eines 
eqIFNγ‐ELISPOT Nachweisverfahrens nicht weiter verfolgt und die folgenden Abschnitte beschäftigen 
sich ausschließlich mit der Etablierung eines eqGrzmB‐ELISPOT‐Nachweisverfahrens. 
Abbildung 28: Das Prinzip des ELISPOT‐Nachweisverfahrens
Durch  T‐Zellen  sezernierte  Zytokine  (IFN‐γ  oder  GrzmB  /  rot)  werden  durch  einen  sogenannten
capture‐Antikörper (blau) auf einer 96‐Loch‐ELISPOT‐Reaktionsplatte gebunden und anschließend durch einen
Biotin‐gekoppelten Sekundärantikörper  (grün) detektiert. Streptavidin  (hellblau), mit einer hohen Affinität zu
Biotin,  wird  zugegeben  und  bindet  an  das  an  den  Sekundärantikörper  gekoppelte  Biotin.  Mehrere
Streptavidin‐Moleküle können an ein Biotin‐Molekül binden, wodurch es zu einer Signalamplifikation kommt.
Das eingesetzte Streptavidin ist an ein Enzym (HRP oder AKP) konjugiert, welches in der Nachweisreaktion ein
Substrat  spaltet, wodurch  ein  farbiges  Präzipitat  gebildet wird.  Dieses  ist  letztlich  als  Punkt  (spot)  auf  der
ELISPOT‐Platte  zu  erkennen.  Idealerweise  repräsentiert  ein  spot  eine  T‐Zelle,  welche  das  entsprechende
Zytokin sezerniert. Für Details der Durchführung des ELISPOT siehe E.2.4.17. 
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F.3.2 eqGrzmB­ELISPOT­Nachweisverfahren 
In Kapitel F.2 wurde die Herstellung der beiden monoklonalen α‐eqGrzmB‐Antikörper 8D8 und XIXG7 
sowie  des  polyklonalen  α‐eqGrzmB‐Kaninchenantiserums  beschrieben.  Für  den  Einsatz  im 
ELISPOT‐Nachweisverfahren werden  zwei Antikörpertypen benötigt:  a)  ein Antikörper  zur Bindung 
des  zu analysierenden Zytokins auf der Reaktionsplatte  (capture‐Antikörper), b) ein Antikörper  zur 
Detektion des gebundenen Zytokins (Detektions‐Antikörper / vgl. Abb. 28). 
Zunächst sollte  in einem Vorversuch  (ELISA) untersucht werden, ob die vorhandenen Antikörper  in 
der Lage  sind, die beiden Anforderungen  (capture und Detektion)  zu erfüllen. Als Antigene  für die 
Nachweisreaktion  wurden  neben  Bakterienlysaten,  welche  das  rekombinante  GST‐eqGrzmB 
exprimieren  (Negativkontrolle:  GST‐Protein‐Bakterienlysate),  auch  Zellkulturüberstände  transient 
transfizierter  293TT‐Zellen  eingesetzt.  Die  Zellen  wurden  zu  diesem  Zweck  mit  einem 
eqGrzmB‐Expressionskonstrukt  transfiziert,  welches  ein  Exportsignal  zur  Sekretion  des 
eqGrzmB‐Proteins trägt. 
 
F.3.2.1 Klonierung und Expressionsanalyse pDIS­eqGrzmB 
Um  eine  geeignete  Positivkontrolle  für  ELISA‐  und  ELISPOT‐Nachweisverfahren  zur  Verfügung  zu 
stellen,  wurde  ein  eqGrzmB‐Expressionskonstrukt  kloniert,  bei  welchem  das  exprimierte  Protein 
sezerniert wird. Hierzu wurde die eqGrzmB‐cDNA an das Exportsignal der murinen  Ig  κ‐Kette  (Ig  κ 
leader  sequence)  fusioniert  (pDIS‐eqGrzmB),  wodurch  das  exprimierte  Protein  in  den 
Sekretionsapparat der transfizierten Zellen eingebracht und letztlich aus der Zelle exportiert wird. 
293TT‐Zellen wurden mit dem pDIS‐eqGrzmB‐Expressionskonstrukt transient transfiziert, um sowohl 
die Expression, als auch die Sekretion des eqGrzmB‐Proteins durch einen α‐eqGrzmB Western blot 
(mAb  XIXG7)  analysiert.  Insgesamt wurden  zwei  unabhängige  pDIS‐eqGrzmB‐Plasmide  untersucht. 
Zur  Bestimmung  der  Proteinsekretion  wurde  der  Zellkulturüberstand  der  transient  transfizierten 
Zellen gesammelt und per SDS‐PAGE und anschließendem Western blot analysiert.  In Abbildung 29 
ist  das  Ergebnis  dieser Western  blot‐Analyse  gezeigt:  links  das  Ergebnis  der  Proteinexpression  in 
293TT‐Zellen, rechts die Analyse der Proteinsekretion (Untersuchung der Zellkulturüberstände). Aus 
der  Abbildung  geht  hervor,  dass  bei  einem  der  beiden  untersuchten  pDIS‐eqGrzmB‐Plasmide  das 
eqGrzmB‐Protein exprimiert wird (siehe Spur 3; links) und dass das pDIS‐eqGrzmB‐Protein durch die 
Zellen sezerniert wird (Spur 3; rechts). 
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F.3.2.2 EqGrzmB­ELISA­Verfahren 
In  einem  Vorversuch  sollte  ermittelt  werden,  welche  der  möglichen  zur  Verfügung  stehenden 
Antikörperkombinationen  in  der  Lage  sind,  das  eqGrzmB‐Protein  in  einer  ELISA‐Reaktion 
nachzuweisen  (Abb. 30). Es wurden die beiden monoklonalen  α‐eqGrzmB‐Antikörper  (8D8; XIXG7) 
und das polyklonale α‐eqGrzmB‐Kaninchenantiserum getestet. Zur Durchführung der ELISA‐Analysen 
wurden  alle  Antikörper  mittels  Protein  G  Affinitätsreinigung  präpariert  und  96‐Loch‐ELISA 
Reaktionsplatten mit einem der zur Verfügung stehenden Antikörper beschichtet: als Antigenquellen 
wurde Zellkulturüberstand mit pDIS‐eqGrzmB transfizierter Zellen und rekombinantes GST‐eqGrzmB 
(Bakterienlysat)  eingesetzt.  Als  Negativkontrollen  dienten  293TT‐Zellkulturüberstände, welche mit 
dem  lacZ‐Expressionskonstrukt  transfiziert  wurden  und  Bakterienlysate,  die  das  GST‐Protein 
enthielten.  Als  zusätzliche  Negativkontrolle  wurde  auf  die  Zugabe  eines  Antigens  verzichtet  und 
lediglich Blockpuffer zugegeben. Zur Detektion des an den Erstantikörper auf der Platte gebundenen 
eqGrzmB‐Proteins  wurde  ein  weiterer  α‐eqGrzmB  (Kombinationen  siehe  Abbildung)  Antikörper 
zugefügt.  Die  hierbei  eingesetzten  Antikörper  wurden  zuvor  biotinyliert  (AK‐Bezeichnung: 
AK‐Name‐b). 
Abbildung 29: Western blot Analyse pDIS‐eqGrzmB‐Expression und Sekretion
EqGrzmB wird nach Expression als Fusionsprotein mit einem IgG‐Exportsignal durch transfizierte 293TT‐Zellen
in den Zellkulturüberstand sezerniert (Spur 3; rechts). Nur eines der beiden untersuchten Expressionsplasmide
führt  zur Expression des eqGrzmB‐Proteins und wurde daher  für  alle weiteren Experimente  verwendet.  Zur
Analyse wurden 293TT‐Zellen mit den angegebenen Plasmiden transient transfiziert und 48 h später analysiert.
Hierzu wurden die Zellen wie  für den Aktivitätsnachweis angegeben  lysiert und 15 µg Gesamtprotein mittels
SDS‐PAGE elektrophoretisch aufgetrennt. Desweiteren wurde der Zellkulturüberstand der transfizierten Zellen
analysiert. Erstantikörper: XIXG7 1:100 (5 ng/µl); Sekundärantikörper: Ziege α‐Maus IgG‐HRP 1:3000. 
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Daran  schloss  sich  die  Zugabe  des  HRP‐gekoppelten  Streptavidin  zum Nachweis  der  gebundenen 
biotinylierten  Detektionsantikörpers  an.  In  Abbildung  30  ist  das  Ergebnis  der  ELISA‐Analyse  der 
möglichen  Antikörperreaktionen  dargestellt.  Das  Ergebnis  zeigt,  dass  jede  der  untersuchten 
Antikörperkombinationen  in der Lage  ist, das eqGrzmB‐Protein zu binden und zu detektieren (siehe 
Absorptionswerte pDIS‐eqGrzmB und GST‐eqGrzmB). Durch die Detektion des eqGrzmB‐Proteins mit 
Hilfe  des  polyklonalen  α‐eqGrzmB‐Kaninchenserums  kommt  es  zu  einer  starken  Reaktion  mit 
GST‐Protein,  was  auf  das  Auftreten  GST‐spezifischer  Antikörper  im  Kaninchenserum  hindeutet, 
welche  in  Folge  der  Immunisierung mit  rekombinantem  GST‐eqGrzmB  induziert  wurden.  Das  im 
verwendeten  Bakterienlysat  enthaltene  GST‐Protein  bindet  vermutlich  (trotz  Einsatz  eines 
Blockpuffers) direkt an noch  freie Bindungsstellen auf der 96‐Loch‐Reaktionsplatte und kann daher 
durch das Kaninchenserum detektiert werden. Die positive Reaktion des 8D8‐Antikörpers im Falle der 
Beschichtung der Reaktionsplatte mit PBS‐Puffer ist nicht zu erklären. 
Abbildung 30: ELISA Analyse α‐eqGrzmB Antikörperkombinationen
Um  zu  überprüfen,  welcher  der  möglichen  α‐eqGrzmB‐Antikörperkombinationen  zur  Detektion  des
eqGrzmB‐Proteins  in  ELISA‐  und  ELISPOT‐Nachweisverfahren  einsetzbar  sind,  wurde  eine  ELISA‐Analyse
durchgeführt. Jede der analysierten Antikörperkombinationen ist in der Lage, eqGrzmB im ELISA‐Verfahren zu
detektieren.  Zur  Analyse wurden  96‐Loch‐Reaktionsplatten mit  den  Antikörpern  beschichtet  (erste  Angabe
x‐Achse)  und  anschließend  das  entsprechende  Antigen  zugegeben  (siehe  Legende).  Nach  Zugabe  des
biotinylierten  Detektionsantikörper  (zweite  Angabe  x‐Achse)  folgte  die  Zugabe  des  HRP‐gekoppelten
Streptavidin).  Die  Farbreaktion  nach  Substratzugabe  wurde  bei  405  nm  vermessen,  die  jeweiligen
Absorptionswerte sind auf der y‐Achse angegeben. 
  
Ergebnisse  113 
Zusammenfassend  lässt  sich  feststellen,  dass  alle  untersuchten  Antikörper  zur  Detektion  des 
eqGrzmB‐Proteins verwendet werden können, am geeignetsten zur Detektion des eqGrzmB‐Proteins 
in einem ELISA‐Testverfahren ist jedoch die Kombination der beiden monoklonalen Antikörper XIXG7 
(capture‐Antikörper) und 8D8 (Detektionsantikörper). 
 
F.3.3 eqGrzmB­ELISPOT­Nachweisverfahren 
Die  zur  Verfügung  stehenden  Antikörper  wurden  auf  ihre  Eignung  zur  Detektion  des 
eqGrzmB‐Proteins  in ELISPOT‐Experimenten hin analysiert. Zusätzlich wurden Antikörper gegen das 
humane  Granzym B  Protein  in  die  Untersuchungen  miteinbezogen,  da  aufgrund  der  hohen 
Sequenzhomologie zwischen humanem Granzym B und dem identifizierten eqGrzmB die Möglichkeit 
der  Kreuzreaktivität  der  α‐huGrzmB‐Antikörper mit  eqGrzmB  besteht  (vgl.  hierzu  Kreuzreaktivität 
XIXG7  Abb.  15  /  F.1.5).  Hierdurch  konnte  die  Anzahl  möglicher  Antikörperkombinationen  zur 
Detektion  des  eqGrzmB‐Proteins  weiter  erhöht  werden.  Zusätzlich  sollte  durch  den  Einsatz  der 
α‐huGrzmB Antikörper, sowie humaner Lymphozyten als Antigenquelle, demonstriert werden, dass 
der Versuchsaufbau sowie die Durchführung korrekt sind. 
 
F.3.3.1 Transiente eqGrzmB­Expression in 293TT­Zellen 
Zur  Durchführung  der  ELISPOT‐Analysen wurden  als  Antigenquelle  anfangs  transient  transfizierte 
293TT‐Zellen  eingesetzt,  welche  48  h  vor  Einsatz  im  ELISPOT‐Experiment  mit 
pDIS‐Expressionkonstrukten für eqGrzmB sowie HPV 16 L2 (Negativkontrolle) transfiziert wurden. In 
einem ersten Schritt wurden die 96‐Loch‐ELISPOT‐Reaktionsplatten mit den Antikörpern beschichtet 
und  für 12  ‐ 18 h bei 4°C  inkubiert. Nach Waschen der Reaktionsplatten wurden die  transfizierten 
293TT‐Zellen zugefügt, wobei eine Startzellzahl von 5x103 Zellen / Reaktionsloch gewählt wurde. Um 
zu ermitteln, bei welcher Zellzahl eine Detektion des eqGrzmB‐Proteins noch möglich ist, wurden die 
eingesetzten Zellen  in 1:2 Titrationsschritten bis  zu einer Zellzahl  von 0,6x103 verdünnt. Zusätzlich 
wurden dem Versuchsansatz als Positivkontrolle humane PBMC zugefügt. In Kombination mit den zur 
Detektion  eingesetzten  α‐huGrzmB  Antikörpern  sollte  hierdurch  demonstriert  werden,  dass  die 
gewählte  Versuchsanordnung  sowie  die  Durchführung  korrekt  gewäht  sind.  Es  wurden  1x106 
huPBMC ausgebracht und entweder unbehandelt belassen oder durch Zugabe des Mitogens PHA‐L 
zur GrzmB‐Freisetzung angeregt. 
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Die Detektion des  transient  in 293TT‐Zellen exprimiertenen eqGrzmB  im ELISPOT‐Verfahren  ist mit 
einigen der untersuchten Antikörperkombinationen möglich (Abb. 31), wobei eqGrzmB‐Detektionen 
mit Hilfe der beiden monoklonalen Antikörper XIXG7 und 8D8  in allen Kombinationen zu positiven 
Ergebnissen  führen.  Die  auftretenden  Signale  sind  beispielhaft  für  die  Antikörperkombination 
8D8/XIXG7‐b dargestellt. Die Detektionsreaktion  ist spezifisch, da  in der Negativkontrolle  (transient 
mit  HPV  16  L2  transfizierte  293TT‐Zellen)  keine  Signale  detektierbar  sind.  Bei  keinem  der 
untersuchten α‐eqGrzmB‐Antikörperpaare eine signifikante Kreuzreaktivität zu humanem Granzym B 
auf  (siehe  jeweils  huPBMC  stim.  und  unstim.). Der  als  capture‐Antikörper  eingesetzte  α‐huGrzmB 
Antikörper  hingegen  ist  zur  Bindung  des  transient  exprimierten  eqGrzmB  in  der  Lage  (siehe 
AK‐Kombinationen  huGrzmB/8D8‐b  sowie  XIXG7‐b).  Einige  der  untersuchten 
Antikörperkombinationen  liefern  ein  negatives  Ergebnis  (huGrzmB/huGrzmB‐b; 
huGrzmB/Kaninchen‐b;  XIXG7/huGrzmB‐b;  8D8/huGrzmB‐b;  8D8/Kaninchen‐b)  woraus  gefolgert 
werden kann, dass der zur Verfügung stehende α‐huGrzmB‐b‐Detektionsantikörper nicht in der Lage 
ist, eqGrzmB zu binden, da dieser  in allen getesteten Kombinationen ein negatives Ergebnis  liefert. 
Die  Detektion  des  eqGrzmB‐Proteins  mit  Hilfe  des  Kaninchenantiserums  führte  nur  in  einer 
Kombination  zu  einem  positiven  Resultat  (XIXG7/Kaninchen‐b), welches  im  Vergleich  zu  anderen 
Ergebnissen  (z.B. Detektion mit 8D8‐b) schwächere Signale  liefert. Dies  ist möglicherweise auf eine 
unzureichende  Biotinylierung  des  Antikörpers  (polyklonales  Antikörpergemisch  /  Wdh.  der 
Biotinylierung führte zu keiner nennenswerten Verbesserung), auf eine mangelhafte Sensitivität des 
α‐eqGrzmB‐Antikörpers  oder  auf  auf  eine  zu  geringe  Konzentration  des  α‐eqGrzmB‐Antikörpers 
innerhalb des polyklonalen Antiserums zurückzuführen. 
Durch den Einsatz der α‐huGrzmB Antikörper, sowie von huPBMC konnte demonstriert werden, dass 
die  Versuchanordnung  und  die  Durchführung  korrekt  war.  Desweiteren  konnte  demonstriert 
werden, dass durch den Einsatz des Mitogens PHA‐L die GrzmB‐Freisetzung humaner Lymphozyten 
um das 6‐fache erhöht werden konnte (siehe Abb.). 
Bei einem Vergleich der bei den  jeweilgen Detektionsreaktionen auftretenden Signale wird  zudem 
deutlich, dass es sich bei den detektierten spots keinesfalls um Artefakte, sondern vielmehr um echte 
GrzmB‐spezifische Signale handelt (vgl. Reaktionslöcher in Abb. 31) 
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Abbildung  32  zeigt  eine  Titrationsreihe  transient  transfizierter  293TT‐Zellen.  Auch  hier  tritt  eine 
spezifische  Detektionsreaktion  nur  bei  Einsatz  des  korrekten  Antigens  (pDIS‐eqGrzmB)  auf, 
wohingegen  in  Negativkontrollen  keine  Signale  detektierbar  sind.  Bei  einer  Zellzahl  von  0,6x103 
Zellen  /  Reaktionsloch  sind  alle  untersuchten  Antikörperkombinationen  in  der  Lage,  das 
eqGrzmB‐Protein  zu  detektieren.  Einschränkend  gilt  jedoch,  dass  das  Protein  in  den  eingesetzten 
transfizierten  Zellen  überexprimiert wird  und  daher  in  einer  nicht  physiologischen  Konzentration 
vorliegt. 
Abbildung 31: eqGrzmB‐ELISPOT: Transiente Transfektion 293TT‐Zellen
Test  zur  Analyse  verschiedener  Antikörperkombination  zur  Detektion  von  transient  in  293TT‐Zellen
exprimiertem eqGrzmB. Als Negativkontrolle wurden transient mit dem pDIS‐HPV 16 L2‐Expressionskonstrukt
transfizierte 293TT‐Zellen verwendet. Die meisten der untersuchten Antikörperkombinationen sind in der Lage,
eqGrzmB  in einem ELISPOT‐Nachweisverfahren zu detektieren (schwarze Balken). Der eingesetzte α‐huGrzmB
Detektionsantikörper  bindet  nicht  an  das  eqGrzmB‐Protein,  da  in  keiner  der  getesteten  Kombinationen  ein
Signal  nachzuweisen  ist.  Exemplarisch  sind  die  auftretenden  Signale  für  die  Antikörperkombination
8D8/XIXG7‐b für das jeweilige Antigen gezeigt (Reaktionslöcher rechts). Zur Beschichtung der Reaktionsplatten
sowie der Detektion des gebundenen eqGrzmB wurden die Antikörper  jeweils 1:100 verdünnt  (5 ng/µl). Als
Positivkontrolle für den Versuchsaufbau sowie die Versuchsdurchführung wurden humane Lymphozyten in die
Analyse  miteinbezogen.  Mit  Hilfe  des  α‐huGrzmB‐Antikörperpaares  konnten  eindeutige  Signale  detektiert
werden. Durch den Einsatz des Mitogens PHA‐L konnte darüberhinaus die GrzmB‐Freisetzung durch humane
PBMC  um  das  6‐fache  erhöht werden.  Exemplarisch  sind  auch  hier  die  auftretenden  spots  dargestellt.  Ein
Vergleich  zwischen den auftretenden  Signalen  (spots huGrzmB  /  spots eqGrzmB)  zeigt, dass es  sich bei den
eqGrzmB‐spezifischen Signalen keinesfalls um Artefakte handelt. 
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Um  zu  zeigen,  dass  die  Detektionsreaktionen  der  untersuchten  Antikörperkombinationen 
eqGrzmB‐spezifisch  sind, wurde  im  ELISPOT  das  pDIS‐HPV  16  L2‐Expressionskonstrukt  eingesetzt. 
Zusätzlich  sollte  gezeigt  werden,  dass  für  die  Detektionsreaktion  die  Beschichtung  der 
Reaktionsplatte mit einem der zur Verfügung stehenden Antikörper notwendig ist. Hierzu wurde die 
Reaktionsplatte  nur  mit  PBS  beschichtet  und  dann  die  transfizierten  Zellen  zugefügt 
(pDIS‐eqGrzmB‐Expressionskonstrukt; Negativkontrollen erneut pDIS‐HPV 16 L2 transfizierte Zellen). 
Abbildung 33 zeigt das Ergebnis dieser ELISPOT‐Analyse: Die untersuchten Antikörperkombinationen 
konnten  zur  Detektion  des  eqGrzmB  eingesetzt  werden.  Wenn  die  Reaktionsplatte  ohne 
Antikörperbeschichtung  verwendet  wird  (PBS‐Kontrolle)  kommt  es  zu  keinen  detektierbaren 
Signalen. Somit konnte gezeigt werden, dass zur Detektion des eqGrzmB‐Proteins  im ELISPOT beide 
Antikörper (capture und Detektion) benötigt werden. 
Abbildung 32: Titration transfizierter 293TT‐Zellen
Um zu ermitteln, bei welcher Zellzahl eine Detektion des transient in 293TT‐Zellen exprimierten eqGrzmB noch
möglich  ist,  wurden  zu  analysierende  Zellen  in  1:2  Titrationsschritten  bis  zu  einer  Zellzahl  von  0,6x103
Zellen/Loch verdünnt. Auf der x‐Achse sind die jeweiligen untersuchten Antikörperkombinationen angegeben;
eine Detektion des exprimierten eqGrzmB  ist noch bei einer Zellzahl von 0,6x103 Zellen möglich. Capture und
Detektionsantikörper wurden jeweils 1:100 (5 ng/µl) verdünnt eingesetzt. 
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F.3.3.2 Stabile und transiente eqGrzmB­Expression in 293TT­Zellen 
Durch  die  transiente  Transfektion  der  verwendeten  293TT‐Zellen  mit  den 
pDIS‐Expressionskonstrukten  kommt  es  in  transfizierten  Zellen  zu  einer  Überexpression  des 
eqGrzmB‐,  respektive  des  HPV  16  L2‐Proteins.  Um  ein  Expressionsniveau  zu  erreichen,  welches 
physiologischen  Bedingungen  ähnelt,  wurden  293TT‐Zellen  stabil  mit  dem  pDIS‐eqGrzmB 
Expressionsplasmid  transfiziert.  Hierzu  wurde  die  Plasmid‐DNA  linearisiert  und  anschließend 
transfiziert.  Die  Zellen  wurden  unter  Selektionsdruck  durch  das  Antibiotikum  G418  bei 
Standardbedingungen kultiviert und die gewonnenen Zellklone im ELISPOT‐Testverfahren eingesetzt. 
Zusätzlich wurde die eqGrzmB‐Expression  in stabil  transfizierten 293TT‐Zellen mittels Western blot 
analysiert.  Abbildung  34  zeigt  das  Ergebnis  der  ELISPOT  sowie  der  Western  blot‐Analyse.  Als 
Positivkontrolle wurden  im  ELISPOT  transient  transfizierte  293TT‐Zellen  eingesetzt.  Zum  Vergleich 
des Expressionsniveaus wurden in der Western blot‐Analyse equine Lymphozyten herangezogen. 
 
Abbildung 33: Spezifität der eqGrzmB‐Detektion im ELISPOT: transfizierte 293TT‐Zellen 
Im gezeigten ELISPOT wurde neben der Beschichtung der Reaktionsplatte mit den α‐eqGrzmB Antikörpern auf
den  Einsatz  dieser  Antikörper  verzichtet  (nur  PBS‐Behandlung  der  jeweiligen  Reaktionsplatte).  Im  Falle
PBS‐beschichteter  Reaktionslöcher  treten  keine  detektierbaren  Signale  auf.  Im  Gegensatz  hierzu  können
eqGrzmB‐spezifische  Signale  mit  allen  untersuchten  Antikörperkombinationen  nachgewiesen  werden.
Unspezifische Signale (pDIS‐HPV 16 L2 transfizierte 293TT‐Zellen) traten nicht auf. x‐Achse: capture‐Antikörper,
der  jeweilige Detektionsantikörper  ist  der  Legende  zu  entnehmen;  Antikörper  je  1:100  verdünnt  (5  ng/µl).
Zusätzlich  ist  auf  der  x‐Achse  das  jeweils  durch  die  transfizierten  Zellen  exprimierte  Antigen  angegeben.
Exemplarisch sind die auftretenden Signale für einige der Antikörperkombinationen dargestellt. 
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Die Expression des eqGrzmB‐Proteins  in  stabil  transfizierten Zellen konnte mittels Western blot  in 
zwei  stabilen  Zellklonen  nur  schwach  nachgewiesen  werden  (Abb.  34  rechts),  wohingegen  die 
eqGrzmB‐Expression  in  equinen  Lymphozyten  zu  einem deutlichen  Signal  führt.  Zur Untersuchung 
der  eqGrzmB‐Expression  der  Zellklone  im  ELISPOT  wurden  die  Antikörperkombinationen 
8D8/XIXG7‐b (hellgraue Balken), sowie 8D8/8D8‐b (schwarze Balken) eingesetzt, wobei im Falle stabil 
transfizierter 293TT‐Zellen nur die Kombination 8D8/XIXG7‐b zu detektierbaren Signalen führte: vier 
der untersuchten Zellklone  (Klon1, 3, 7 und 8  / Abb. 34  links). Die Kombination beider Ergebnisse 
zeigt, dass die Detektion des  eqGrzmB durch die Antikörperkombination 8D8/XIXG7‐b  im  ELISPOT 
eine im Vergleich zur durchgeführten Western blot‐Analyse höhere Sensitivität aufweist. 
 
 
Abbildung 34: Analyse stabil mit pDIS‐eqGrzmB transfizierter 293TT‐Zellen
Im  eqGrzmB‐ELISPOT  wurde  die  Expression  des  eqGrzmB‐Proteins  in  stabil  und  transient  transfizierten
293TT‐Zellen  analysiert.  Für  die  stabile  Transfektion  wurde  die  pDIS‐eqGrzmB  Plasmid‐DNA  zunächst
linearisiert  und  anschließend  transfiziert.  Insgesamt  konnten  so  10  Zellklone  gewonnen  werden
(G418‐Selektion). Die eqGrzmB‐Expression kann  im ELISPOT durch die Antikörperkombination 8D8/XIXG7‐b  in
vier der eingesetzten 10 Klone nachgewiesen werden.  Im Vergleich  zu  transient  transfizierten  Zellen  zeigen
stabile Zellklone ein niedrigeres eqGrzmB‐Expressionsniveau. Zusätzlich wurde die eqGrzmB‐Expression mittels
Western  blot  analysiert,  jedoch  konnte  die  eqGrzmB‐Expression  in  stabil  transfizierten  Zellen  nur  in  zwei
Zellklonen  nur  schwach  nachgewiesen  werden.  Als  Vergleich  wurde  ein  Zelllysat  equiner  Lymphozyten
eingesetzt.  Beide  Ergebnisse  zusammen  zeigen,  dass  die  Detektion  des  equinen  Granzym  B  durch  die
Antikörperkombination  8D8/XIXG7‐b  im  ELISPOT  eine  hohe  Sensitivität  aufweist,  da  trotz  niedrigem
Expressionsniveau  (siehe WB)  eqGrzmB‐spezifische  Signale  im  ELISPOT  auftreten.  ELISPOT:  8D8/XIXG7‐b  (je
5ng/µl); WB: XIXG7 (5 ng/µl) / Detektion: Ziege α‐Maus IgG‐HRP 1:3000. 
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F.3.3.3 Stabile und transiente eqGrzmB­Expression in ED­Zellen 
Wie durch eine Western blot‐Analyse  gezeigt  (vgl. Abb. 17  /  F.1.5), weist das eqGrzmB‐Protein  in 
equinen Lymphozyten eine zu in humanen 293TT‐Zellen abweichende Glykosylierung auf. Aus diesem 
Grund  sollte  in der vorliegenden Arbeit neben der Transfektion der humanen Zelllinie 293TT auch 
eine  Transfektion  der  equine  Zelllinie  ED  (equine  Hautfibroblasten)  mit  den 
pDIS‐Expressionskonstrukten  für eqGrzmB und HPV 16 L2 durchgeführt werden. Die Zellen wurden 
hierzu mittels eines DNA‐PEI  (Polyethylenimin)‐Komplexes  transient  transfiziert  (E.2.3.4.3),  für 24 h 
kultiviert  und  anschließend  im  ELISPOT  eingesetzt.  In  einer Western  blot‐Analyse wurde  zunächst 
untersucht,  ob  das  eqGrzmB‐Protein  in  transient  transfizierten  ED‐Zellen  exprimiert  wird.  Als 
Positivkontrolle  dienten  transient  transfizierte  293TT‐Zellen.  Als  Negativkontrollen  wurden  beide 
Zelltypen  jeweils  mit  dem  pDIS‐HPV  16  L2  Expressionskonstrukt  transient  transfiziert.  Zusätzlich 
wurden  eqPBMC  in  die  Analyse  miteinbezogen,  um  das  eqGrzmB‐Expressionsniveau  in  den 
unterschiedlichen Zellen,  sowie das  Laufverhalten des eqGrzmB‐Proteins  in  transient  transfizierten 
(ED‐ und 293TT‐Zellen)  im Vergleich zu dem  in eqPBMC exprimierten zu analysieren. Abbildung 35 
zeigt das Ergebnis dieser Untersuchungen. Das eqGrzmB‐Protein wird  in vergleichbaren Mengen  in 
allen analysierten Zelltypen exprimiert  (Spuren 1,3 und 5).  In ED‐Zellen exprimiertes eqGrzmB zeigt 
(ähnlich eqGrzmB aus 293TT‐Zellen) ein zu dem aus eqPBMC stammenden eqGrzmB abweichendes 
Laufverhalten (vgl. Spuren 3 und 5). Hieraus folgt, dass die Glykosylierung des eqGrzmB‐Proteins  in 
ED‐Zellen von der  in eqPBMC abweicht. Durch die Expression  in ED‐Zellen wird eqGrzmB allerdings 
dennoch in einem zu equinen Lymphozyten näherstehenden Zellsystem exprimiert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 35: Expressionskontrolle eqGrzmB
Nach  transienter  Transfektion  von  ED‐  und
293TT‐Zellen  wurde  die  eqGrzmB‐Expression
analysiert.  Zudem  wurde  ein  Vergleich  zur
eqGrzmB‐Expression  in  eqPBMC  durchgeführt.  In
allen  untersuchten  Zelltypen  wird  das  Protein  in
vergleichbaren  Mengen  produziert.  In  ED‐  und
293TT‐Zellen  exprimiertes  eqGrzmB  zeigt  ein  zu
nativem  (in  eqPBMC  exprimiertem)  eqGrzmB
unterschiedliches  Laufverhalen  in  der
Elektrophorese.  Erstantikörper:  XIXG7:  1:100  (5
ng/µl);  Zweitantikörper:  Ziege  α‐Maus  IgG‐HRP
1:3000. 
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In  Abb.  36  ist  das  zugehörige  ELISPOT‐Experiment  gezeigt.  Die  Expression  des  in  ED‐Zellen 
exprimierten  eqGrzmB‐Proteins  kann  durch  die  Antikörperkombination  8D8/XIXG7‐b  detektiert 
werden. Allerdings  treten weniger  spots  innerhalb der Detektionsreaktion auf. Die durchgeführten 
Negativkontrollen  (PBS‐Beschichtung  und  Transfektion  der  eingesetzten  Zellen  mit  HPV  16  L2) 
demonstrieren  erneut  die  Spezifität  der  eqGrzmB‐Detektionsreaktion.  Zusätzlich  sind  in  der 
Abbildung  exemplarisch  die  für  die  Antikörperkombination  8D8/XIXG7‐b  (sowie  die  zugehörige 
Negativkontrolle: PBS/XIXG7‐b) auftretenden spots dargestellt. Die Abbildung zeigt, dass es sich bei 
den detektierten Signalen um eindeutige spots und nicht um Artefakte handelt. 
 
 
 
Abbildung 36: Detektion der eqGrzmB‐Expression durch ED‐und 293TT‐Zellen mittels ELISPOT 
Durch  den  Einsatz  von  polymeren  Nanopartikeln  konnten  equine  Hautfibroblasten  transient  mit  dem
pDIS‐eqGrzmB‐Expressionskonstrukt transfiziert werden und die eqGrzmB‐Produktion dieser Zellen im ELISPOT
analysiert werden. Als Positivkontrolle wurden 293TT‐Zellen eingesetzt. Die Detektion des  in equinen Zellen
exprimierten eqGrzmB‐Proteins ist mit Hilfe der Antikörperkombination 8D8/XIXG7‐b möglich. Die Reaktion ist
spezifisch,  da  in  den  durchgeführten  Negativkontrollen  keine  Signale  auftreten  (PBS‐Beschichtung,  sowie
Transfektion mit pDIS‐HPV 16 L2). Die Analyse der detektierten spots (siehe rechts) zeigt, dass es sich bei den
Reaktionen um eindeutige Signale und nicht um Artefakte handelt. Capture: 8D8, Detektionsantikörper XIXG7‐b
je 1:100 (5 ng/µl), Streptavidin‐Poly‐HRP: 1:400. 
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Neben der  transienten Transfektion des eqGrzmB‐Proteins wurden die ED‐Zellen  stabil  transfiziert: 
Die pDIS‐eqGrzmB‐Plasmid‐DNA wurde  zunächst  linearisiert  (vgl.  stabile Transfektion 293TT‐Zellen) 
und  anschließend  durch  PEI‐vermittelte  Transfektion  in  die  Zellen  eingebracht. Durch  Zugabe  des 
Antibiotikums Geneticin  (G418) wurden die Zellen selektioniert und Antibiotika‐resistente Zellklone 
expandiert.  Insgesamt  konnten hierdurch  sechs Zellklone generiert werden. Die Zellen wurden bis 
zum  Einsatz  im  ELISPOT  bei  Standardbedingungen  unter  Selektionsdruck  kultiviert.  Als 
Negativkontrolle  wurden  die  ED‐Zellen  transient  mit  dem  pDIS‐HPV  16  L2  Expressionskonstrukt 
transfiziert.  Zunächst wurde  in  einem  Vorversuch  das  Expressionsniveau  des  eqGrzmB‐Proteins  in 
den stabil transfizierten ED‐Zellen im Vergleich zu transient transfizierten Zellen mittels Western blot 
untersucht  (Abb.  37).  Dieser  zeigt,  dass  in  vier  von  sechs  stabil  transfizierten  ED‐Zellklonen  das 
eqGrzmB‐Protein detektiert werden  kann  (Klon 1, 3, 4 und 5). Die Zellklone 2 und 6  zeigen  keine 
eqGrzmB charakteristische Bande im Western blot (~37 kDa). Im Vergleich zu transient transfizierten 
ED‐Zellen zeigen die stabil transfizierten Zellklone eine deutlich reduzierte eqGrzmB‐Expression (vgl. 
Spuren 1 ‐ 6 mit Spur 8). Mit Hilfe dieser Klone konnte nun in einem ELISPOT analysiert werden, ob 
die  Antikörperkombination  8D8/XIXG7‐b  eine  ausreichende  Sensitivität  aufweist,  um  geringe 
Mengen des, in ED‐Zellen exprimierten, eqGrzmB‐Proteins zu detektieren. 
 
 
 
 
Abbildung 37: Western blot Analyse stabil transfizierter 
ED‐Zellen 
ED‐Zellen  wurden  durch  PEI‐vermittelte  Transfektion
stabil  mit  dem  pDIS‐eqGrzmB‐Expressionskonstrukt
transfiziert.  Nach  Lyse  der  Zellen  wurden  15  µg
Gesamtprotein  mittels  SDS‐PAGE  elektrophoretisch
aufgetrennt  und  durch  einen  α‐eqGrzmB Western  blot
analysiert. Als Kontrollen dienten  transient  transfizierte
ED‐  (eqGrzmB  / HPV  16  L2)  sowie  293TT‐Zellen  (15 µg
Gesamtprotein  jeweils).  Vier  der  sechs  generierten
ED‐eqGrzmB‐Zellklone  zeigen  eqGrzmB‐Expression
(Klone  1,3,4,5).  Im  Vergleich  zu  transient  transfizierten
Zellen fällt diese wesentlich geringer aus. Vgl. Spuren 1‐6
mit Spur 8. Antikörper XIXG7 1:100 / Ziege α‐Maus  IgG‐
HRP 1:3000. 
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Für die Durchführung der ELISPOT‐Nachweisreaktion  (Abbildung 38) wurde die Reaktionsplatte mit 
dem capture‐Antikörper 8D8 (1:100 / 5 ng/µl) bzw. mit PBS beschichtet. Zur Detektion des eqGrzmB‐
Proteins wurde jeweils der biotinylierte Antikörper XIXG7‐b (1:100 / 5 ng/µl) eingesetzt. Neben den 
stabil transfizierten ED‐Zellklonen 1‐6 wurden transient mit pDIS‐HPV 16 L2 transfizierte ED‐Zellen als 
Negativkontrolle,  sowie  transient  mit  dem  eqGrzmB‐Expressionskonstrukt  transfizierte  ED‐Zellen 
eingesetzt.  Die  in  der Western  blot‐Analyse  positiv  getesteten  Zellklone  führen  in  der  ELISPOT‐
Nachweisreaktion  ebenfalls  zu  positiven  Signalen.  In  der  Abbildung  sind  ausschließlich  stabil 
transfizierte  Zellen  dargestellt,  da  transient  transfizierte  Zellen  aufgrund  ihres  höheren 
eqGrzmB‐Expressionsniveaus  eine  deutlich  stärkere  Reaktion  hervorrufen  (>  1000  spots  / 
Reaktionsloch). Hierdurch würde die wesentlich niedrigere Signalstärke in stabil transfizierten Zellen 
weniger anschaulich. Die Spezifität der Reaktion konnte erneut gezeigt werden (Fehlen der Signale in 
HPV  16  L2  transfizierten  Zellen,  sowie  in  PBS‐beschichteten  Reaktionslöchern).  Durch  die  hier 
durchgeführte ELISPOT‐Analyse (zusammen mit Western blot‐Analyse) konnte gezeigt werden, dass 
auch  geringe Mengen  des  in  ED‐Zellen  exprimierten  eqGrzmB  durch  die  Antikörperkombination 
8D8/XIXG7‐b  im  ELISPOT  detektierbar  sind. Dies  korreliert mit  der  zuvor  durchgeführten Western 
blot‐Anaylse.  In  ED‐Zellklone  1,  3,  4  und  5  konnte  mittels  Western  blot  die  Expression  des 
eqGrzmB‐Proteins  nachgewiesen  werden.  Diese  Klone  zeigen  ebenso  ein  positives  Signal  in  der 
ELISPOT‐Analyse. Durch  die Detektion  des  in  ED‐Zellen  exprimierten  eqGrzmB  im  ELISPOT  konnte 
demonstriert werden,  dass  die  generierten monoklonalen  Antikörper  in  der  Lage  sind  eqGrzmB, 
welches  in  equinen  Zellen  exprimiert wurde,  zu  detektieren. Dies  unterstreicht  das  Potential  der 
Antikörper zur Detektion des nativen, in equinen Lymphozyten exprimierten, eqGrzmB. 
Zusammenfassend  gilt,  dass  die  durch  Immunisierung  von  Versuchstieren  mit  rekombinantem 
eqGrzmB‐Protein erzeugten monoklonalen Antikörper  sowie das polyklonale Kaninchenserum  zum 
Einsatz  im ELISPOT geeignet sind. Die Detektion des transient  in transfizierten Säugerzellen (293TT‐ 
und ED‐) exprimierten eqGrzmB‐Proteins ist möglich, wobei die Antikörperkombination 8D8/XIXG7‐b 
die besten Ergebnisse liefert. In weiteren Untersuchungen sollte ermittelt werden, ob die Antikörper 
ebenfalls zur Detektion des nativen, in eqPBMC exprimierten, eqGrzmB fähig sind. 
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F.3.4 Detektion von nativem, in equinen Lymphozyten exprimiertem, eqGrzmB 
In  einem  ELISPOT  mit  equinen  Lymphozyten  sollte  untersucht  werden,  ob  die  zur  Verfügung 
stehenden Antikörper das native  eqGrzmB‐Protein  an die Reaktionsplatte binden und detektieren 
können. Hierzu wurden frisch aufgereinigte eqPBMC verwendet, die in einer Zellzahl von 1x106 Zellen 
pro Reaktionsloch eingesetzt wurden. Zur Stimulation der eqGrzmB‐Expression  in eqPBMC wurden 
Lektin (Pokeweed Mitogen), PHA‐L, sowie das equine Herpesvirus Typ 1 (EHV‐1) verwendet. Zudem 
wurden die Zellen unbehandelt belassen. Abbildung 39 zeigt das Ergebnis eines solchen ELISPOT. Aus 
der  Abbildung  geht  hervor,  dass  durch  den  Einsatz  der  Antikörper  natives  eqGrzmB  im  ELISPOT 
detektierbar ist. Die auftretenden spots ähneln in ihrer Struktur den Signalen des transient in 293TT‐ 
bzw. ED‐Zellen exprimierten eqGrzmB und können daher als spezifisch angesehen werden. Allerdings 
treten  deutliche  Signale  (in  geringerer  Zahl)  ebenfalls  bei  PBS‐behandelten  Reaktionslöchern  auf. 
Durch  keinen  der  verwendeten  Stimuli  konnte  eine  Steigerung  der  eqGrzmB‐Expression  erzielt 
werden (vgl. unbehandelte eqPBMC mit stimulierten: Lektin, PHA‐L, EHV‐1). 
Abbildung 38: EqGrzmB‐ELISPOT‐Nachweis in stabil transfizierten ED‐Zellen
ED‐Zellen wurden mit Hilfe polymerer Nanopartikel  (PEI) mit dem pDIS‐eqGrzmB‐Expressionskonstrukt  stabil
transfiziert und  im ELISPOT eingesetzt. 5x103 Zellen wurden hierzu ausgesät und die eqGrzmB‐Expression mit
der Antikörperkombination 8D8/XIXG7‐b detektiert. Zusätzlich wurde die Reaktionsplatte mit PBS beschichtet.
Als Negativkontrolle  dienten mit  pDIS‐HPV  16  L2  transient  transfizierte  ED‐Zellen.  In  vier  der  untersuchten
ED‐Zellklone konnte eqGrzmB‐Expression nachgewiesen werden. Die Reaktionslöcher rechts zeigen beispielhaft
die erhaltenen Signale  für Zellklon 1. Durch die Analyse konnte gezeigt werden, dass die Detektionsreaktion
eine hohe Sensitivität aufweist, da das eqGrzmB‐Expressionsniveau  in  stabil  transfizierten ED‐Zellen deutlich
unter dem transient transfizierter ED‐Zellen liegt (vgl. hierzu Abb. 37 / Western blot‐Analyse). 
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Generell  gilt,  dass  die  auftretenden  Signale  nur  schwach  sind  und  im  Vergleich  zu  transient 
expriminiertem eqGrzmB weniger deutlich werden. Einschränkend gilt zudem, dass der Nachweis der 
eqGrzmB‐Expression  in  eqPBMC‐Zellen  im  ELISPOT  nur  in  einem  von  6  Experimenten  erbracht 
werden  konnte.  Weitere  Analysen  lieferten  nur  unklare  Ergebnisse,  wobei  gilt,  dass  auch  hier 
vereinzelt Signale zu beobachten waren (Größenordnung: 5 ‐ 10 Reaktionen pro Loch). 
Als  Schlussfolgerung  gilt,  dass  die  generierten  Antikörper  prinzipiell  in  der  Lage  sind  natives,  in 
equinen  Lymphozyten  exprimiertes,  eqGrzmB  zu  detektieren.  Jedoch  müssen  weitere 
Optimierungen,  vor  allem  im  Bezug  auf  die  Stimulation  der  eqGrzmB‐Expression  in  eqPBMC, 
vorgenommen werden. Zudem muss durch optimale Titration der Antikörper, sowie die Anwendung 
anderer  Detektionsreaktionen  (Optimierung  Biotinylierung,  Substrat),  die  Sensitivität  der 
Nachweisreaktion erhöht und somit die Nachweisgrenze reduziert werden. 
Abbildung 39: Nachweis der eqGrzmB‐Expression in eqPBMC
Zum Nachweis der eqGrzmB‐Expression in eqPBMC wurden Lymphozyten aus einer Vollblutprobe aufgereinigt
und in einer Zellzahl von 1x106 Zellen / Reaktion eingesetzt. Um die Zytokinproduktion zu stimulieren wurden
die  Zellen  mit  Lektin  (Pokeweed  Mitogen),  PHA  oder  EHV‐1  behandelt.  Die  Auswertung  der  ELISPOT‐
Nachweisreaktion  zeigt, dass die Detektion des nativen eqGrzmB‐Proteins  im ELISPOT prinzipiell möglich  ist,
jedoch  treten  in  einigen  Fällen  Signale  in  PBS‐behandelten  Reaktionslöchern  auf.  Zudem  konnte  die
eqGrzmB‐Produktion durch keinen der verwendeten Stimuli optimal erhöht werden (vgl. unbehandelte Zellen).
Die verwendeten Antikörper wurden jeweils 1:100 (5 ng/µl) verdünnt eingesetzt. 
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F.4 Validierung der Immunogenität von BPV 1 L1/E7 chimären 
Virus­ähnlichen Partikeln im Tierversuch 
Die Arbeitsgruppe von Prof. S.M. Campo (Universität Glasgow) führte eine Impfstudie zur Validierung 
der  Immunogenität und klinischen Effektivität von BPV 1  L1/E7  chimären Virus‐ähnlichen Partikeln 
durch. Im Rahmen einer Kooperation wurden in einem Teilprojekt der vorliegenden Dissertation die 
zur  Immunisierung  von  Tumor‐tragenden  Eseln  (BPV  Typ  1  (BPV 1)‐assoziierte  Sarkoide)  das 
BPV 1 L1/E7‐CVLP‐Vakzin präpariert,  sowie  serologische Untersuchungen durchgeführt. Dr. Hossein 
Ashrafi (Universität Glasgow) überwachte die Durchführung der Immunisierungsexperimente, sowie 
die  Probenentnahme  (Blutproben,  Tumorbiopsien),  analysierte  die  klinische  Effizienz  der  Vakzine 
(Tumorentwicklung) und untersuchte weitere Parameter wie T‐Zell‐Proliferation und Virus‐Last  (die 
Ergebnisse der Entwicklung der Tumoren  sind hier aufgeführt). Für die Planung und Durchführung 
der Studie zeigte sich Prof. S.M.Campo verantwortlich. 
Insgesamt wurden 17 Sarkoid‐tragende Tiere, neun Eselstuten und zehn kastrierte Männchen, in die 
Studie einbezogen. Das mittlere Alter der Tiere betrug 18 Jahre (7 ‐ 31 Jahre). Alle Tiere wurden vor 
Beginn der Studie  tierärztlich untersucht, zudem wurden Blutproben analysiert, um den möglichen 
Einfluss  anderer  Krankheiten  auf  Ergebnisse  der Untersuchungen  zu  validieren. Die  Tiere wurden 
während der Dauer der Studie  in der Slade House Farm  in Devon, Schottland gehalten und standen 
durchgehend unter tierärztlicher Beobachtung. Tabelle 3 liefert einen Überblick über die einzelnen in 
der Studie integrierten Tiere (Geschlecht, Alter, Tumorstatus). 
Zur Validierung des BPV 1 L1/E7‐CVLP‐Vakzins wurde die vorliegende Studie Placebo‐kontrolliert und 
doppel‐blind  durchgeführt:  die  Tiere  wurden  in  zwei  Gruppen  unterteilt,  immunisiert  und 
anschließend analysiert  (siehe Tabelle 3): Gruppe a)  (Tiere # 1, 7, 9, 10, 11, 12, 14, 17) wurde das 
BPV 1 L1/E7‐CVLP‐Vakzin verabreicht; Gruppe b) (Tiere # 3, 4, 5, 6, 8, 13, 15, 16, 18) wurde mit einem 
Placebo  behandelt.  Während  der  Durchführung  der  Studie  waren  nur  der  Versuchskoordinator 
(Dr. H. Ashrafi / Universität Glasgow) sowie der behandelnde Tierarzt über die Zuordnung der Tiere in 
die  beiden  Versuchsgruppen  informiert.  Die  Untersuchungen  der  Tumoren  der  in  der  Studie 
eingeschlossenen  Tiere  wurden  während  der  Immunisierungsphase  von  einem  unabhängigen 
Tierarzt durchgeführt. 
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Tiernummer  Name  Gruppe  Geschlecht / 
Alter 
Gesamttumorvolumen [cm3]  Klinisches 
Resultat 
        Tag 0  EdS   
1  Muffin  Vakzine  ♂ / 23 2,2  1,77  stationär 
7  Misty  Vakzine  ♂ / 13 14,1  163,5  Progression 
9  Camila  Vakzine  ♀ / 24 0,12  0,09  Regression 
10  Huwl  Vakzine  ♂ / 7 5  1,95  Regression 
11  Roman  Vakzine  ♂ / 22 131  17,3  Regression 
12  Lilly  Vakzine  ♀ / 11 1,44  0,08  Regression 
14  Gemma  Vakzine  ♀ / 21 66,5  61,2  stationär 
17  Jenny  Vakzine  ♀ / 9 0,48  0,16  Regression 
 
3  Eeeyore  Placebo  ♂ / 23  0,77  0,6  stationär 
4  Doris  Placebo  ♀ / 13 4,32  2,25  stationär 
5  Star  Placebo  ♀ / 31 0,51  0,24  Regression 
6  Matthew  Placebo  ♂ / 31  12,8  23,6  Progression 
8  Lambert  Placebo  ♂ / 20  15,6  45  Progression 
13  Mandy  Placebo  ♀ / 12 sehr groß  sehr groß  stationär 
15  Pepsi  Placebo  ♂ / 29  9,7  1  Regression 
16  Emma  Placebo  ♂ / 26  10,2  15,3  Progression 
18  Jasper  Placebo  ♂ / 13  9,2  4,8  stationär 
Tabelle 3: Übersicht über die in der Studie einbezogenen Esel; Studienplanung und Durchführung Prof. S.M. 
Campo, Universität Glasgow 
Aufgeführt sind: Tiernummer, Name des jeweiligen Tieres, Status der Vakzinierung (Gruppe), Geschlecht und 
Alter, Gesamttumorvolumen, klinischer Status nach Beendigung der Studie. Tag 0: Werte zu Beginn der Studie; 
EdS: Endpunkt der Studie 
 
Die notwendigen Immunisierungsexperimente wurden, unter Anleitung von Dr. H. Ashrafi, durch den 
behandelnden Veterinärmediziner durchgeführt.  Insgesamt wurden die Tiere  je  sechsmal mit dem 
Vakzin  (88  µg  BPV 1  L1/E7  CVLP  in  1 ml  PBS/Dosis),  respektive  dem  Placebo  (1 ml  PBS/Dosis)  in 
unterschiedlichen  Abständen  immunisiert  (Abb.  40).  Das  Vakzin  wurde  jeweils  intramuskulär 
verabreicht.  Jeweils  sieben  Tage  nach  erfolgter  Immunisierung  wurden  Blutproben  zur  Analyse 
entnommen. 
 
 
 
 
 
Abbildung 40: Immunisierungsschema Eselstudie
Vakzinierungen: 1. Imm. 22.06.2006; 2. Imm. 05.07.2006; 3. Imm. 26.07.2006; 4. Imm. 30.08.2006; 25.09.2006;
16.10.2006. Imm.: Immunisierung, EdS: Endpunkt der Studie 
  
Ergebnisse  127 
F.4.1 Herstellung und Analyse der BPV 1 L1/E7­CVLP 
Zur  Herstellung  des  BPV 1  L1/E7‐CVLP‐Vakzins  wurden  H5‐Insektenzellen  mit  rekombinanten 
Bakuloviren  infiziert.  Die  verwendeten  Bakuloviren  kodieren  für  ein  am  C‐Terminus  um  34 
Aminosäuren  verkürztes  BPV 1  L1‐Protein,  an  welches  die  ersten  54  Aminosäuren  des 
BPV 1 E7‐Proteins fusioniert wurden. Das exprimierte L1/E7‐Fusionsprotein lagert sich innerhalb der 
infizierten  Zelle  spontan  zu  sogenannten  L1/E7‐CVLP  zusammen  (Mattil‐Fritz,  2002),  welche 
anschließend wie unter E.2.4.4 beschrieben aufgereinigt werden können. 
H5‐Insektenzellen  wurden  mit  den  rekombinanten  Bakuloviren  (MOI ~5)  infiziert.  Nach  erfolgter 
Inkubation  wurden  die  Zellen  lysiert  und  die  BPV 1‐CVLP  über  eine 
CsCl‐Dichtegradientenzentrifugation  aufgereinigt. Die  chimären  Virus‐ähnlichen  Partikel wurden  in 
Fraktionen  zu  1  ml  gesammelt  und  mittels  ELISA,  Western  blot  und  Coomassie‐Blau‐Färbung 
analysiert.  In Abbildung 41  ist beispielhaft das Ergebnis einer BPV 1‐CVLP Aufreinigung gezeigt. Die 
ELISA‐Analyse zeigt, dass der Hauptanteil der BPV 1‐CVLP  in den Fraktionen 5 ‐ 7 des untersuchten 
Gradienten  zu  finden  ist  (a).  Dieses  Ergebnis  konnte  durch  SDS‐PAGE  und  anschließender 
α‐BPV 1 E7‐Western blot‐Analyse  (b)  sowie Coomassie‐Blau‐Färbung  (c) bestätigt werden. Deutlich 
zu erkennen ist jeweils die Bande des L1/E7‐Fusionproteins (~ 50 kDa). Die Coomassie‐Blau‐Färbung 
gibt zusätzlich noch einen Hinweis auf die Reinheit der Probe.  In Teilabbildung c)  ist zu sehen, dass 
ausschließlich  die  BPV 1  L1/E7  Bande  vorliegt,  wohingegen  kontaminierende  Proteine  nicht 
detektierbar  sind.  Anhand  dieser  Analysen  wurden  Fraktionen,  in  denen  sich  die  chimären 
Virus‐ähnlichen  Partikel  befinden  (rote  Markierung),  vereint,  dialysiert  und  schließlich  der 
Proteingehalt mit  Hilfe  des  Bradford‐Verfahrens  bestimmt.  Zusätzlich  wurden  dialysierte  Proben 
elektronenmikroskopisch untersucht. Hierdurch konnte die korrekte Assemblierung des exprimierten 
L1/E7‐Fusionsproteins  zu  chimären  Virus‐ähnlichen  Partikeln  gezeigt  werden  (d).  Abschließend 
wurde der Impfstoff auf Kontaminierungen mit den zur Infektion der H5‐Insektenzellen verwendeten 
Bakuloviren  hin  untersucht.  Hierzu  wurde  eine  Endpunkt‐Verdünnung,  wie  unter  E.2.3.11.1 
beschrieben,  durchgeführt.  Die  hergestellten  und  untersuchten  Vakzinechargen  wiesen  keine 
Kontaminationen mit  Bakuloviren  auf.  Der  hergestellte  Impfstoff  wurde  bis  zur  Verwendung  bei 
‐70°C gelagert. 
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Abbildung 41: BPV 1 L1/E7 CVLP‐Aufreinigung und Analyse
BPV 1  L1/E7‐CVLP  wurden,  wie  unter  E.2.4.4  beschrieben,  über  eine  CsCl‐Dichtegradientenzentrifugation
aufgereinigt und die gesammelten Fraktionen analysiert. a) zeigt die ELISA‐Analyse der einzelnen Fraktionen.
Die Fraktionen wurden je 1:200 verdünnt und BPV 1 L1/E7‐CVLP durch mab 3.6. (E.1.2.5.1) an die ELISA‐Platte
gebunden. Durch  Zugabe  von  Serum  #10  und  anschließender  Zugabe  eines  Sekundärantikörpers  (E.1.2.5.2)
wurden  die  Partikel  detektiert.  b)  α‐BPV 1  E7‐Western  blot‐Analyse:  die  einzelnen  Fraktionen  wurden
elektrophoretisch  aufgetrennt  und  das  BPV 1  L1/E7‐Fusionsprotein mittels Western  blot‐Analyse  durch  den
α‐BPV 1 E7  mab  2D10  (E.1.2.5.1)  detektiert.  c)  Coomassie‐Blau‐Färbung  der  einzelnen  Fraktionen  nach
SDS‐PAGE‐Größenauftrennung.  In b) und  c)  ist das BPV 1  L1/E7‐Fusionsprotein  jeweils  als Bande mit  einem
Molekulargewicht  von  ~50  kDa deutlich  zu  sehen  (Pfeil). Die Coomassie‐Blau‐Färbung  zeigt  zudem deutlich,
dass die Probe nicht durch weitere Proteine kontaminiert ist. Die in den Teilabbildungen jeweils rot markierten
Fraktionen  enthalten  BPV 1 L1/E7‐CVLP  und  wurden  zusammengefügt  und  dialysiert,  in  d)  ist  die
elektronenmikroskopische Analyse der zusammengefügten Fraktionen dargestellt. 
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F.4.2 Analyse der immunisierten Versuchstiere 
Die Analyse Tumorentwicklung wurde durch die Arbeitsgruppe von Prof. S.M. Campo durchgeführt. 
Zu  Beginn  der  Studie  wurden  die  Sarkoide  detailliert  analysiert  und  die  Tumoreigenschaften 
dokumentiert.  Nach  Beendigung  der  Studie wurden  die  Sarkoide  erneut  untersucht  und  v.a.  die 
Größenzu‐, bzw. abnahme ermittelt (Tabelle 3). 
Je nach Entwicklung des Tumorvolumens, wurden die Tiere  in drei Gruppen unterteilt: Progression 
(Zunahme  des  Gesamttumorvolumens),  Regression  (Rückgang  des  Gesamttumorvolumens  um 
> 50 %) oder  stationär  (keine Veränderung).  In Abbildung 42  ist die Tumorentwicklung  (in Prozent) 
aller in der Studie einbezogenen Tiere dargestellt. Die Abbildung zeigt, dass bei fünf von acht Tieren 
(62,5 %)  in der Vakzin‐Gruppe ein Rückgang des Tumorvolumens um mehr als 50 % festzustellen  ist 
(Tiere # 9, 10, 11, 12 und 17). Obwohl bei Tier #9 keine Reduktion des Tumorvolumens um > 50 % 
auftritt, ist hier von einer Regression des Tumors zu sprechen, da das Sarkoid am Ende der Studie fast 
vollständig, bis auf eine  vereiterte  Läsion,  zurückgebildet war. Eines der Tiere  (Tier # 7)  zeigt eine 
deutliche Zunahme des Tumorvolumens, bei zwei weiteren Tieren (Tiere # 1 und 14) verhalten sich 
die Tumoren stationär. Die Zahl der Regressionen innerhalb der Placebo‐Gruppe liegt mit insgesamt 
zwei von neun Tieren (# 5 und 15 / 22,2 %) deutlich unter der der Vakzin‐Gruppe, ebenso ist die Zahl 
der Progressionen (3 von 9 Tieren (33 %); Tiere # 6, 8 und 16) erhöht. Die übrigen Tiere (# 3, 4, 13 
und 18)  zeigen einen unveränderten Tumorstatus und können der  stationären Gruppe  zugeordnet 
werden.  Insgesamt  betrachtet,  liegt  die  Zahl  der  Tiere  mit  unverändertem  Tumorstatus  oder 
Progression (sieben von neun / 77,7 %) somit deutlich über dem Wert der Vakzin‐Gruppe (drei von 
acht  /  37,5 %).  Ein  Tier  der  Vakzin‐Gruppe  zeigt  Tumorprogression,  drei  Tiere  innerhalb  der 
Placebo‐Gruppe. Die Ergebnisse der Tumorstatusanalyse sind zusätzlich in Tabelle 3 angegeben. Eine 
detaillierte Beschreibung der Tumorentwicklung jedes in der Studie enthaltenen Tieres findet sich bei 
Hossein, H. und Piuko, K. und Kollegen (Ashrafi et al., 2007). 
Zusammenfassend  lässt sich feststellen, dass  in BPV 1 L1/E7‐CVLP‐vakzinierten Tieren eine Tendenz 
zur  Tumorregression  zu  beobachten  ist:  62,5 %  Tumorregression  in  der Vakzin‐Gruppe  gegenüber 
22,2 %  in  der  Placebo‐Gruppe.  Die  Daten  sind  aufgrund  der  kleinen  Tiergruppe  jedoch  nicht 
statistisch  signifikant.  Der  Rückgang  der  Tumoren  ist möglicherweise  auf  eine  durch  die  Vakzine 
induzierte anti‐Tumor‐Immunreaktion (Induktion zytotoxischer T‐Zellen, welche gegen das BPV 1 E7 
Protein gerichtet sind zurückzuführen. 
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F.4.3 Humorale Immunantwort nach Vakzinierung mit BPV 1 L1/E7­CVLP 
Zur  Analyse  der  humoralen  Immunantwort  wurden  Seren  der  behandelten  Tiere  (Vakzine‐  und 
Placebo‐Gruppe) mittels  ELISA  auf  das  Vorhandensein  Vakzine‐spezifischer  Antikörper  untersucht. 
Insgesamt  wurden  drei  unterschiedliche  ELISA‐Testverfahren  zur  Bestimmung  der 
Antikörperinduktion durchgeführt: 
1. GST‐capture ELISA zur Detektion α‐BPV 1 L1‐spezifischer Antikörper (Abb. 43) 
2. GST‐capture ELISA zur Detektion α‐BPV 1 E7‐spezifischer Antikörper (Abb. 44) 
3. BPV 1 CVLP Sandwich ELISA zur Detektion α‐BPV 1‐CVLP‐spezifischer Antikörper (Abb. 45) 
 
Abbildung 42: Entwicklung der Tumoren der in der Studie untersuchten Tiere
Gezeigt ist die Veränderung des Tumorvolumens [%] im Vergleich zum Beginn der Studie. In der oberen Hälfte
der  Abbildung  sind  die  Tiere  der  Placebo‐Gruppe,  in  der  unteren  Hälfte  die  der  Vakzin‐Gruppe
zusammengefasst.  Zusätzlich  ist  die  50 %‐Marke  (senkrechte  gestrichelte  Linie)  eingezeichnet,  welche  den
Grenzwert für die Tumorregression definiert (siehe Text).  In der Vakzin‐Gruppe zeigen 5 der 8  immunisierten
Tiere  eine  Regression  des  Tumorvolumens  (Tiere  #  9,  10,  11,  12  und  17).  Dementgegen  ist  eine
Tumorregression nur bei 2 der insgesamt 9 Tiere der Placebo‐Gruppe zu beobachten (Tiere # 5 und 15). 
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F.4.3.1 Humorale α­BPV 1 L1­Immunantwort 
Seren aller in der Studie einbezogenen Tiere wurden auf die Anwesenheit von Antikörpern gegen die 
Vakzinekomponente  L1  in  einem  GST‐capture  ELISA  (E.2.4.14)  untersucht.  Als  Antigen  für  die 
GST‐capture ELISA‐Analysen wurde ein Bakterienlysat, welches ein GST‐L1‐Fusionsprotein exprimiert, 
eingesetzt. Als Negativkontrolle dienten GST‐Protein exprimierende Bakterien; auch hier wurde ein 
Lysat  verwendet.  Um  einen  Vergleich  des  Antikörperstatus  vor  und  nach  Vakzinierung  zu 
ermöglichen, wurden die Seren der Tiere vor Beginn der Studie (Tag 0), sowie Seren nach Beendigung 
der  Immunisierungsexperimente  (EdS:  Ende  der  Studie)  analysiert.  Die  Seren  wurden  für  die 
Analysen  jeweils  1:50  verdünnt  und  anschließend  mittels  eines  Sekundärantikörpers 
(α‐Pferd IgG‐HRP‐gekoppelt; Kreuzreaktivität zu Esel‐IgG) detektiert. 
Die spezifische α‐BPV 1 L1‐Antikörperantwort  ist  in den meisten untersuchten Tieren zu Beginn der 
Studie  schwach  ausgeprägt  (schwarze  Balken).  Einige  der  Tiere  zeigen  jedoch  eine  messbare 
humorale Immunantwort gegen das BPV 1 L1‐Protein, welche möglicherweise auf das Vorhandensein 
natürlich  induzierter Antikörper zurückzuführen  ist (siehe v.a. Tier # 13). Dies  ist vermutlich auf die 
Exposition aller in der Studie integrierten Tiere gegenüber dem BPV 1 Virus zurückzuführen, wodurch 
es  in einigen  infizierten Tieren  zur  Induktion  spezifischer Antikörper kommt. Nach Beendigung der 
Immunisierungsexperimente  zeigen  einige  Tiere  der  Vakzin‐Gruppe  eine  signifikant  gesteigerte  α‐
BPV 1  L1‐spezifische  Immunantwort  (siehe  Tiere  #  1,  7,  10,  12) was  auf  eine  durch  die  Vakzine 
induzierte  Antikörper  schließen  lässt  (graue  Balken).  Allerdings  ist  die  Antikörperinduktion  bei 
einigen Tieren nur schwach ausgeprägt  (Tiere # 14 und 17).  Im Vergleich hierzu  ist  in der Placebo‐
Gruppe  kein  Unterschied  der  α‐BPV 1  L1‐Reaktivität  der  einzelnen  Tiere  zu  beobachten.  Die 
analysierten  Tiere  zeigen  keine  signifikant  gesteigerte  α‐BPV 1  L1‐spezifische  Antikörperantwort. 
Einzig  Tier  # 16  weist  eine  leicht  gesteigerte  α‐BPV1  L1‐Reaktivität  nach  Abschluss  der 
Immunisierungsstudie auf. 
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F.4.3.2 Humorale α­BPV 1 E7­Immunantwort 
Neben  der  Analyse  der  Antikörperinduktion  gegen  das  BPV 1  L1‐Protein  wurde  die  humorale 
Immunantwort gegen die zweite Vakzinekomponente (BPV 1 E7‐Protein AS 1‐54) untersucht. Hierzu 
wurden  die  Seren  aller  in  der  Studie  enthaltenen  Tiere  vor  und  nach  Beendigung  der 
Immunisierungsexperimente mittels eines GST‐capture ELISA auf spezifische α‐BPV 1 E7 Antikörper 
hin analysiert. Ein bakterielles GST‐BPV 1 E7‐Lysat wurde als Antigen verwendet  (Negativkontrolle). 
In  einigen  der  Tiere  kann  eine  BPV 1  E7‐spezifische  Antikörper  vor  Beginn  der  Immunisierungen 
detektiert  werden.  Diese  Antikörperantwort  ist  eventuell  auf  eine  Exposition  mit  dem  in  den 
Tumoren  exprimierten  E7‐Protein  zurückzuführen.  Durch  die  Vakzinierung  kann  in  keinem  der 
immunisierten  Tiere  eine  deutlich  gesteigerte  Antikörperantwort  gegen  das  virale  E7‐Protein 
beobachtet  werden,  zudem  sind  keine  Unterschiede  zwischen  den  beiden  Gruppen  (Vakzine  / 
Placebo) zu beobachten. 
Abbildung 43: Humorale α‐BPV 1 L1‐Immunantwort
GST‐capture ELISA‐Analyse aller  in der Studie einbezogenen Tiere. GST‐BPV 1  L1‐Fusionsproteine wurden als
Antigen  in  der Analyse  eingesetzt. Nach  Inkubation  der  1:50  verdünnten  Seren wurden  diese mittels  eines
α‐Pferd  IgG‐Sekundärantikörpers detektiert. Die  α‐BPV 1  L1‐Reaktivität einiger untersuchter Seren  zu Beginn
der Studie (schwarze Balken) ist auf die Exposition aller Tiere gegen das BPV 1‐Virus und die dadurch induzierte
humorale Immunantwort zurückzuführen. Die grauen Balken zeigen die Antikörperreaktivität (α‐BPV 1 L1) am
Ende  der  Studie  (EdS).  Tiere  der  Vakzine‐Gruppe  zeigen  im  Vergleich  zur  Placebo‐Gruppe  eine  erhöhte
Reaktivität gegen das BPV 1 L1‐Protein. 
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Hieraus  folgt, dass das  in der Vakzine  enthaltene BPV 1 E7‐Fragment nur  schwach  immunogen,  in 
Bezug  auf  die  Induktion  einer  humoralen  Immunantwort  ist,  und  die  detektierbaren 
Antikörperantworten  (siehe v.a. Tiere # 13 und 14), wie bereits oben erwähnt, vermutlich auf eine 
natürliche Antikörperantwort gegen das in Tumoren exprimierte E7‐Protein darstellen. 
 
F.4.3.3 Humorale α­BPV 1 L1/E7­CVLP­Immunantwort 
Wie  unter  F.4.3.1  erwähnt  wurde  die  humorale  Immunantwort  gegen  die  Vakzinekomponenten 
BPV 1 L1  und  E7 mittels  eines  GST‐capture  ELISA  analysiert.  Das  u.a.  in  der  Analyse  eingesetzte 
BPV 1 L1 Antigen  liegt hierbei  in  linearer Form vor, was dazu  führt, dass konformationsspezifische 
α‐L1‐CVLP  Antikörper  möglicherweise  nicht  an  das  Antigen  binden  und  somit  nicht  detektiert 
werden. Um zu überprüfen, ob durch die Vakzinierung konformationsspezifische Antikörper induziert 
wurden, wurde ein VLP‐capture ELISA durchgeführt. 
Abbildung 44: Humorale α‐BPV 1 E7‐Immunantwort
GST‐capture ELISA‐Analyse aller  in der Studie einbezogenen Tiere. GST‐BPV 1 E7‐Fusionsproteine wurden als
Antigen  in der Analyse eingesetzt  (Bakterienlysat). Nach  Inkubation der 1:50 verdünnten Seren wurden diese
mittels eines α‐Pferd IgG‐Sekundärantikörpers detektiert. Die α‐BPV 1 E7‐Reaktivität der meisten untersuchten
Seren  zu  Beginn  der  Studie  (schwarze  Balken)  sind möglicherweise  durch  eine  Antikörperinduktion  durch
tumorales BPV 1 E7‐Protein bedingt. Die Antikörperreaktivität (α‐BPV 1 E7 / graue Balken) nach Abschluss der
Studie  (EdS)  ist  in  den meisten  Tieren  nahezu  unverändert;  die  Reaktivität  der  einzelnen  Seren  gegen  das
BPV 1 E7‐Protein ist insgesamt nur schwach ausgeprägt (s. Absorptionswerte). 
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Hierbei wurden BPV 1 L1/E7‐CVLP mittels eines spezifischen Antikörpers  (3.6. / E.1.2.5.1) auf einer 
96‐Loch‐ELISA‐Reaktionsplatte  gebunden  und  anschließend  die  Esel‐Seren  (1:50  verdünnt) 
zugegeben. Im Falle konformationsspezifischer Antikörper in den analysierten Seren binden diese an 
die  Partikel  und  können  in  einem  Folgeschritt mittels  eines  sekundären  α‐Pferd  IgG‐Antikörpers 
detektiert werden. Wie für die beiden oben beschriebenen GST‐capture ELISA‐Analysen wurden auch 
hier alle Seren vor und nach den Immunisierungen analysiert. 
In  allen untersuchten  Tieren  konnte bereits eine  schwache humorale  Immunantwort  gegen BPV 1 
chimäre Virus‐ähnliche Partikel zu Beginn der Studie detektiert werden  (schwarze Balken). Dies  ist, 
wie bereits oben erwähnt, möglicherweise auf die Exposition aller Tiere gegenüber dem BPV 1‐Virus 
zurückzuführen. Nach Abschluss der Immunisierungsstudie kann  in nahezu allen vakzinierten Tieren 
(Ausnahme  Tier  # 17)  eine  geisteigerte  BPV 1 CVLP‐spezifische  Immunantwort  beobachtet werden 
(graue Balken). 
Abbildung 45: Humorale α‐BPV 1 L1/E7‐CVLP‐Immunantwort
Gezeigt ist das Ergebnis einer BPV 1‐CVLP‐capture ELISA‐Analyse der Seren aller in der Studie enthaltenen Esel.
Seren  vor und nach Abschluss der  Immunisierungen wurden 1:50  verdünnt und  auf die Anwesenheit BPV 1
L1/E7‐CVLP‐spezifischer  Antikörper  hin  analysiert. Hierzu wurden  BPV 1  L1/E7‐CVLP  durch  einen Antikörper
(mAb 3.6 / E.1.2.5.1) vermittelt an die Oberfläche einer 96‐Loch‐ELISA‐Platte gebunden und durch Zugabe der
Seren detektiert. Anschließend wurden diese durch Zugabe eines Sekundärantikörpers  (E.1.2.5.2) detektiert.
Seren  der  Tiere  der  Vakzine‐Gruppe  zeigen  am  Ende  der  Studie  (EdS)  erhöhte  Antikörperreaktivität  gegen
BPV 1 L1/E7 chimäre Virus‐ähnliche Partikel  (vgl. schwarze und graue Balken).  In der Placebo‐Gruppe  ist dies
nicht zu beobachten (Ausnahme Tier #15). 
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 Im Gegensatz hierzu tritt  in der Placebo‐Gruppe keine erhöhte Reaktivität gegen BPV 1 L1/E7‐CVLP 
auf,  einzig  Tier  #  15  zeigt  eine  gesteigerte  Immunreaktion  am  Ende  der  Studie. Die  beobachtete 
Steigerung  der  BPV 1  CVLP‐spezifischen  humoralen  Immunantwort  ist  in  vakzinierten  Tieren 
vermutlich  auf  eine  durch  die  Vakzine  induzierte  Induktion  CVLP‐Konformations‐spezifischer 
Antikörper zurückzuführen. Jedoch ist die erhöhte Antikörperantwort möglicherweise auf eine aktive 
BPV 1  Infektion  in  den  Tieren  zu  erklären.  Insgesamt  betrachtet  ist  die  Steigerung  der 
Antikörperantwort durch die Verabreichung von BPV 1 L1/E7‐CVLP in vakzinierten Tieren nicht stark 
ausgeprägt,  trotzdem kann gefolgert werden, dass durch die Vakzine BPV 1 L1/E7‐CVLP‐spezifische 
Antikörper in behandelten Tieren induziert wurden. 
 
F.4.3.4 Virus­Neutralisation 
In einem  letzten Schritt  sollte analysiert werden, ob durch die Vakzinierung mit BPV 1  L1/E7‐CVLP 
BPV 1‐neutralisierende  Antikörper  in  den  behandelten  Tieren  induziert  werden.  Hierzu  wurden 
BPV 1 L1/L2‐Pseudovirionen in einem Neutralisationstest (E.2.4.18) verwendet. 
PV  L1/L2‐Pseudovirionen  tragen ein  für SEAP  (secreted alkaline phosphatase) kodierendes Plasmid 
und sind in der Lage, Zielzellen (hier: 293TT‐Zellen) zu infizieren. Nach erfolgter Infektion wird in den 
Zielzellen das SEAP‐Protein exprimiert und kann in einer enzymatischen Reaktion detektiert werden. 
Durch  Prä‐Inkubation  der  PV  L1/L2‐Pseudovirionen  mit  neutralisierenden  Antikörpern  kann  die 
Infektion unterbunden werden (Buck et al., 2004; Pastrana et al., 2004). Mit Hilfe dieser Technologie 
wurden  die  Seren  der  immunisierten  Esel  (Vakzine‐  sowie  Placebo‐Gruppe)  auf  die  Anwesenheit 
neutralisierender  Antikörper  untersucht:  BPV 1  L1/L2‐Pseudovirionen  wurden mit  den  Esel‐Seren 
(1:500;  vor und nach Beendigung der  Immunisierungsexperimente)  inkubiert und  anschließend  zu 
293TT‐Zellen zugefügt. Nach fünf Tagen wurde die SEAP‐Aktivität in den einzelnen Reaktionsansätzen 
bestimmt  und  die  prozentuale  Inhibition  der  jeweiligen  Seren  errechnet.  Hierzu  wurden  die 
SEAP‐Aktivitätswerte der unterschiedlichen Proben mit einem Kontrollansatz (kein Antikörper; 100 % 
Infektion)  verglichen.  Als  Neutralisationspositivkontrolle  diente  ein  α‐BPV 1  L1‐Kaninchenserum 
(# 10; siehe Abb. 45). Seren, welche eine Reduktion der SEAP‐Aktivität um > 75 % aufwiesen, wurden 
als neutralisierend betrachtet. 
Anhand dieses Kriteriums zeigen somit alle Seren der Vakzin‐Gruppe eine BPV 1 L1/L2‐Pseudovirus‐
neutralisierende Aktivität (Abb. 45  links; zw. 75 ‐ 100 % Neutralisation; graue Balken; Tag 111). Tier 
# 12 zeigte bereits vor Beginn der Studie neutralisierende Aktivität, was auf eine natürliche Induktion 
neutralisierender Antikörper  schließen  lässt.  Innerhalb der  Kontrollgruppe  zeigt, bis  auf  Tier  # 13, 
keines  der  analysierten  Seren  eine  neutralisierende  Wirkung  (Abb.  45  rechts;  zw.  10 – 60 % 
Neutralisation; graue Balken; Tag 111). 
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Das Auftreten neutralisierender Antikörper  in Tier # 13  ist nicht  zu erklären: das untersuchte Tier 
wies,  in den beiden GST‐capture ELISA‐Experimenten zur Bestimmung der L1‐Antikörperreaktivität, 
eine schwache BPV 1 L1‐Immunantwort auf,  jedoch war diese vor und nach Beendigung der Studie 
unverändert,  somit  sollte das Neutralisationspotential dieses  Serums ebenso unverändert bleiben. 
Insgesamt  lässt  sich  folgern,  dass  durch  die  Vakzinierung  mit  BPV 1  L1/E7‐CVLP  eine  Induktion 
BPV 1 L1/L2‐Pseudovirionen‐neutralisierender Antikörper erfolgt. 
 
 
 
 
 
Abbildung 46: BPV 1 L1/L2‐Pseudovirionen Neutralisation durch Seren behandelter Versuchstiere 
Die  BPV 1  L1/L2‐Pseudovirionen‐Neutralisation  durch  Seren  behandelter  Esel  wurde  durch  einen
Neutralisationstest (E.2.4.18) analysiert. Hierzu wurden BPV 1 L1/L2‐SEAP‐Pseudovirionen mit Eselseren (1:500)
inkubiert und anschließend zu 293TT‐Zellen zugefügt. Nach fünftägiger Inkubation wurde die SEAP‐Aktivität der
Reaktionsansätze bestimmt und mit einer Negativkontrolle (keine Serumzugabe) verglichen. Hieraus wurde die
Inhibition  der  Pseudovirionen‐Infektion  in  Prozent  berechnet. Die  Abbildung  zeigt  eine  deutlich  gesteigerte
Inhibition der Pseudovirionen‐Infektion nach  Immunisierung mit BPV 1  L1/E7‐CVLP  (vgl.  schwarze und graue
Balken in Vakzine‐Gruppe; rechts). Im Gegensatz hierzu ist eine Inhibition der Infektion in der Placebo‐Gruppe
nicht zu beobachten (Ausnahme Tier # 13; siehe Text). 
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F.4.4 Schlussfolgerung 
Die Studie zeigt, dass die Vakzinierung Sarkoid‐tragender Tiere mit BPV 1 L1/E7‐CVLP das Potential 
zur Therapie equiner Sarkoide besitzt. Vermittelt durch die  Immunisierung weisen die meisten der 
behandelten  Tiere  BPV 1‐CVLP‐spezifische  Antikörper  in  Serumproben  auf  (Abb.  45).  Allerdings 
korrelieren die ELISA‐Reaktivitäten nur  schwach mit den Ergebnissen der Analyse auf Anwesenheit 
BPV 1 L1‐spezifischer  Antikörper  (vgl.  Abb.  43).  Zudem  kann  nach  Abschluss  der 
Immunisierungsphase in allen behandelten Tieren die Anwesenheit BPV 1‐Pseudovirionen‐
neutralisierender  Antikörper  beobachtet  werden  (Abb.  45).  Offenkundig  wird  das  Potential  zur 
therapeutischen Behandlung equiner Sarkoide durch Immunisierung mit BPV 1 L1/E7‐CVLP bei einer 
genauen  Betrachtung  der  klinischen  Resultate  der  Studie.  Eine  Regression  der  Tumore  in  den 
behandelten  Tieren  ist  in  der  Mehrheit  der  BPV 1  L1/E7‐vakzinierten  Tiere  beobachtbar.  Die 
Frequenz  der  Tumorregression  in  Placebo‐behandelten  Tieren  ist  im  Vergleich  hierzu  wesentlich 
geringer  (Abb.  42).  Die  Daten  zeigen  somit,  dass  BPV 1  L1/E7‐CVLP  einen  potentiellen 
therapeutischen Impfstoff zur Immuntherapie equiner Sarkoide darstellen. 
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G. Diskussion 
Zur Behandlung Papillomvirus‐assoziierter Erkrankungen gelten  sogenannte  chimäre Virus‐ähnliche 
Partikel  (CVLP)  als  vielversprechender  therapeutischer  Vakzinierungsansatz.  Um  neue 
Vakzinierungsstrategien  in Bezug auf  ihre Wirksamkeit  zu überprüfen, müssen mehrere Parameter 
analysiert  werden.  Bei  der  Beurteilung  therapeutischer  Impfansätze  gelten  hierbei  der  klinische 
Erfolg,  sowie  die  Induktion  zellulärer  Immunantworten  als  wichtige  Kriterien.  Die  Detektion 
Vakzin‐induzierter  zellulärer  Immunreaktionen  bietet  den  Vorteil  einer  zeitnahen  Validierung  der 
Wirksamkeit  des  eingesetzten  Vakzins,  da  zelluläre  Immunantworten  bereits  einige  Tage  nach 
Immunisierung nachweisbar  sind.  Im Gegensatz hierzu  treten  klinische  Erfolge mit  einer  größeren 
Zeitverzögerung auf. 
Da zur Immuntherapie equiner Sarkoide bisher kein effizientes Behandlungsverfahren zur Verfügung 
steht,  wurde  ein  auf  BPV 1  L1/E7  basierender  CVLP‐Impfstoff  entwickelt.  In  einer  präklinischen 
Immunisierungsstudie  an  Pferden  wurde  dieser  auf  seine  Verträglichkeit  und  auf  die  Induktion 
humoraler Immunantworten hin analysiert (Mattil‐Fritz, 2002; Mattil‐Fritz et al., 2007). Die klinischen 
Ergebnisse  dieser  Studie  fielen  heterogen  aus  und  eine  Analyse  zellulärer  Immunantworten  zur 
Abschätzung der Wirksamkeit des BPV 1 CVLP‐Vakzins war nicht möglich, da hierzu kein geeignetes 
Verfahren zur Verfügung  stand. Daher sollte  in der vorliegenden Arbeit ein Nachweisverfahren zur 
Detektion zellulärer Immunantworten in Equiden etabliert werden. 
Durch  die  Immunisierung mit  BPV 1  CVLP  sollen  in  den  behandelten  Tieren  zytotoxische  T‐Zellen 
induziert  werden.  Zum  Nachweis  dieser  T‐Zellgruppierung  sind  mehrere  Verfahren  für  die 
Anwendung  in  unterschiedlichen  Modellorganismen  wie  Maus  und  Ratte  oder  zur  Detektion 
zellulärer Immunreaktionen im Menschen entwickelt worden. Die klassische Methode zum Nachweis 
zytotoxischer  T‐Zellen  ist  der  sogenannte  51Cr‐release‐Test.  Hierbei  werden  Zielzellen  radioaktiv 
markiert und durch Zugabe spezifischer zytotoxischer T‐Zellen lysiert. Die bei der Lyse der Zielzellen 
freiwerdende Radioaktivität wird detektiert und gilt als Maß für die Funktionalität der eingesetzten 
zytotoxischen T‐Zellen. Als Alternative zum 51Cr‐release‐Test kann das ELISPOT‐Verfahren eingesetzt 
werden.  Der  Enzyme‐linked  immunospot  assay,  kurz  ELISPOT,  wird  zum  quantitativen  Nachweis 
Zytokin‐produzierender  Zellen  eingesetzt  (Czerkinsky  et  al.,  1988).  Das  Testverfahren wird  häufig 
verwendet,  um  zu  demonstrieren,  dass  durch  Immunisierung  in  behandelten  Versuchstieren 
Antigen‐spezifische T‐Zellen aktiviert wurden. T‐Zellen sezernieren nach ihrer Aktivierung eine Reihe 
von  immunmodulatorischen  Zytokinen  wie  z.B.  Interferon‐γ  (FN‐γ).  Daher  eignet  sich  IFN‐γ  als 
Markerantigen  zur Detektion  aktivierter  T‐Zellen.  Allerdings wird  dieses  Zytokin  sowohl  von  CD4+ 
T‐Helferzellen, als auch von CD8+ zytotoxischen T‐Zellen (CTL) produziert und sezerniert. 
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Eine Detektion dieses Proteins mittels ELISPOT eignet sich daher nicht zur Unterscheidung der beiden 
T‐Zellpopulationen.  Granzym  B  (GrzmB),  ein  CTL‐spezifisches  Effektorprotein,  ist  ein  Marker  für 
aktivierte CD8+ CTL. Durch Detektion dieses Markerproteins  kann  somit direkt  zwischen CD4+ und 
CD8+  T‐Zellen  unterschieden  werden.  Zudem  deutet  die  antigen‐abhängige  Freisetzung  des 
GrzmB‐Proteins auf die Anwesenheit funktionaler CTL hin (Waterhouse et al., 2004). Eine Detektion 
aktivierter, funktionaler CTL  ist  in vielen Fällen erwünscht, da sichergestellt werden soll, dass durch 
die durchgeführte Vakzinierungsstrategie CTL aktiviert werden. Aus diesem Grund wird das Protein 
zur Detektion aktivierter CTL im ELISPOT eingesetzt (Rininsland et al., 2000). Rininsland und Kollegen 
konnten zeigen, dass der Granzym B ELISPOT als alternative Methode zum klassischen 51Cr‐release‐
Test zum Nachweis zytotoxischer T‐Zellen herangezogen werden kann. Sie konnten demonstrieren, 
dass der ELISPOT im Vergleich zum 51Cr‐release‐Test weniger zeitaufwendig ist und weniger Zellen in 
der Reaktion benötigt werden. Eine weitere Methode  zum Nachweis  zytotoxischer T‐Zellen  ist das 
sogenannte Tetramer‐Staining  (Altman et al., 1996). Zur Durchführung dieses Verfahrens  ist  jedoch 
die  genaue  Kenntnis  des  T‐Zellepitops  sowie  des  zugehörigen  MHC‐Haplotyps  notwendig.  Beim 
Arbeiten mit sogenannten outbred‐Populationen, in denen eine hohe genetische Variabilität besteht, 
ist  das Verfahren  nur  bedingt  anwendbar,  da  zunächst  für  die  zu  untersuchenden  Individuen  der 
MHC‐Haplotyp  bestimmt  werden  muss.  Als  weiteres  Verfahren  zur  Detektion  zellulärer 
Immunantworten  sei  die  intrazelluläre  Zytokinfärbung  und  deren  Detektion  mittels 
Durchflusszytometrie genannt. Im Falle der Detektion von Granzym B gilt jedoch einschränkend, dass 
mit  Hilfe  dieser  Technologie  nicht  die  Freisetzung  des  Enzyms  detektiert werden  kann.  Diese  ist 
jedoch,  wie  bereits  oben  erwähnt,  ein  Maß  für  die  Funktionalität  der  zu  analysierenden 
zytotoxischen T‐Zellen. Carter und Swain konnten darüberhinaus zeigen, dass das ELISPOT‐Verfahren 
eine  im Vergleich  zur Durchflusszytometrie höhere Sensitivität aufweist  (Carter & Swain, 1997).  In 
der  vorliegenden  Dissertation  sollte  ein  auf  der  Detektion  von  equinem  Granzym  B  (eqGrzmB) 
basierendes  ELISPOT‐Verfahren  entwickelt  werden.  Das  durch  aktivierte  T‐Zellen  sezernierte 
eqGrzmB wird in diesem Verfahren mit Hilfe monoklonaler Antikörper detektiert. 
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G.1 Identifikation und Charakterisierung von equinem Granzym B 
Um  monoklonale  Antikörper  gegen  equines  Granzym  B  herzustellen,  sollten  Versuchstiere  mit 
eqGrzmB  (rekombinantes  Fusionsprotein)  immunisiert werden. Da  die  eqGrzmB‐cDNA‐Sequenz  zu 
Beginn der durchgeführten Arbeit jedoch nicht beschrieben war, musste diese zunächst  identifiziert 
und  charakterisiert  werden.  Mit  Hilfe  der  SMART‐RACE‐  sowie  der  RT‐PCR‐Technologie  war  es 
möglich,  die  eqGrzmB‐cDNA  aus  equinen  Lymphozyten  (eqPBMC)  zu  isolieren.  Insgesamt wurden 
drei  unabhängige  Volllänge‐cDNA‐Sequenzen,  sowie  je  zwei  Teilsequenzen  des  5‘‐Endes  und  des 
3‘‐Endes  hergestellt.  Aus  diesen  Sequenzen  wurde  die  in  der  Arbeit  gezeigte  Konsensussequenz 
generiert.  Durch  diesen  Ansatz  konnten  eventuell  auftretende  Mutationen  während  der 
PCR‐Reaktion kompensiert werden. 
 
G.1.1 Phylogenetische Untersuchungen 
Erste  BLASTN‐  und  BLASTP‐Datenbankanalysen  zeigten  eine  nahe  Verwandtschaft  der  isolierten 
Nukleotid‐,  respektive  Proteinsequenz,  zu  Mitgliedern  der  Granzym‐Superfamilie.  Um  diese 
Verwandtschaftsverhältnisse  zu  bestätigen,  wurde  eine  detailierte  phylogenetische  Analyse 
angefertigt. Durch den Einsatz unterschiedlicher Programme zur Bestimmung der phylogenetischen 
Beziehungen  konnte  die  isolierte  cDNA‐Sequenz mit  einer  hohen  statistischen Wahrscheinlichkeit 
dem  Chymase‐Lokus  (enthält  Granzym  B)  der  Granzym‐Superfamilie  zugeordnet werden.  Hieraus 
konnte  gefolgert  werden,  dass  die  isolierte  cDNA‐Sequenz  eine  hohe  Homologie  zu  Granzym  B 
aufweist, da die Mitglieder einer Untergruppierung Sequenzhomologien von bis zu 70 % aufweisen. 
Innerhalb  des  Chymase‐Lokus  befinden  sich  jedoch weitere  Serinproteasen wie  die  sogenannten 
Mastzell‐Chymasen  oder  Cathephsin  G  (Gallwitz  et  al.,  2006).  Als  nächsten  Verwandten  konnte 
zudem die equine Mastzellprotease‐1  identifiziert werden, der bis zu diesem Zeitpunkt einzigen aus 
equinen  Lymphozyten  isolierten  Protease  (Pemberton  et  al.,  2001).  Daher  konnte  zunächst  nicht 
zweifelsfrei  festgestellt  werden,  ob  es  sich  bei  der  isolierten  cDNA  um  das  Gen  für  equines 
Granzym B handelt. Um zu zeigen, dass es sich bei der  isolierten Sequenz  tatsächlich um eqGrzmB 
handelt, wurde eine Bestimmung der enzymatischen Aktivität des Genproduktes durchgeführt. 
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G.1.2 Aktivitätsnachweis 
Zur Bestimmung der enzymatischen Aktivität des eqGrzmB‐Isolats wurde ein Aktivitätstest mit einem 
Granzym  B‐spezifischen  Substrat  (Ac‐IEPD‐pNA)  durchgeführt.  Aufgrund  der  auftretenden 
enzymatischen Aktivität  konnte dem  isolierten eqGrzmB eine  sogenannte Aspase‐Aktivität, welche 
für Granzym B charakteristisch  ist,  zugeordnet werden  (bevorzugte Spaltpräferenz des Zielproteins 
nach sauren Aminosäuren wie Aspartat [D] oder Glutamat [E]). Da Mitglieder des Tryptase‐Lokus (z.B. 
Granzym A) bevorzugt nach basischen Aminosäuren wie Lysin [K] oder Arginin [R], und Mitglieder des 
Metase‐Lokus (Granzym M) nach Methionin [M]  ihre Zielproteine spalten, konnte die enzymatische 
Aktivität  des  eqGrzmB‐Proteins  deutlich  von  diesen  Granzym‐Familien  abgegrenzt  werden. 
Chymotrypsin spaltet seine Zielproteine bevorzugt nach Phenylalanin [F] oder Tryptophan [W]. Eine 
ähnliche  Aktivität  zeigen  ebenso  andere Mitglieder  des  Chymase‐Lokus wie  z.B. Granzym H  oder 
weitere  Mastzell‐Chymasen.  Zusätzlich  konnte  somit,  durch  den  Einsatz  eines  Chymotrypsin‐
Substrates, gezeigt werden, dass das eqGrzmB‐Isolat ausschließlich eine Aspase‐Aktivität aufweist. 
Daher kann es klar von anderen Mitgliedern des Chymase‐Lokus abgegrenzt werden.  
Nach  Abschluss  der  phylogenetischen  Untersuchungen  sowie  der  Aktivitätsbestimmungen  wurde 
durch  das  Horse  Genome  Project  Consortium  (http://www.broad.mit.edu/mammals/horse/)  eine 
erste  Version  des  kompletten  Pferdegenoms  veröffentlicht.  Mit  den  aus  diesem  Projekt  zur 
Verfügung  stehenden  Sequenzinformationen  konnte  die  Sequenz  der  isolierten  eqGrzmB‐cDNA 
bestätigt werden. Ein weiteres wichtiges Ergebnis  lieferte eine BLASTN‐Analyse des Pferdegenoms 
mit cDNA‐Sequenzen des humanen sowie des murinen Granzym B. Jeweils die höchste Homologie zu 
diesen  beiden  Sequenzen  innerhalb  des  kompletten  Pferdegenoms  zeigt  das  hier  identifizierte 
eqGrzmB‐Isolat und repräsentiert daher den nächsten Verwandten dieser beiden Proteine innerhalb 
des Pferdegenoms. Dies  zeigt eindeutig die enge phylogenetische Verwandtschaft dieser Proteine. 
Durch Kombination der Ergebnisse der phylogenetischen Analyse und der Aktivitätsbestimmung und 
unter  Einbeziehung  der  Sequenzinformation  die  durch  das  Horse  Genome  Project  zur  Verfügung 
stehen, kann gefolgert werden, dass die isolierte cDNA equines Granzym B kodiert. 
 
G.1.3 Expressionsanalyse 
Zur weiteren  Charakterisierung  des  eqGrzmB‐Proteins wurden  die  zuvor  in  einer  in  silico‐Analyse 
vorhergesagten  Aminosäuren  des  enzymatisch  aktiven  Zentrums mutiert.  Infolge  der Mutationen 
dieser Schlüsselaminosäuren kam es zu einem vollständigen Funktionsverlust des eqGrzmB‐Proteins. 
Als  mögliche  Ursache  wird  vermutet,  dass  es  sich  bei  den  drei  jeweils  mutierten  Aminosäuren 
tatsächlich um die Aminosäuren des aktiven Zentrums handelt, ohne die eine enzymatische Aktivität 
nicht möglich ist. 
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Allerdings  kann  das  Ausbleiben  der  enzymatischen  Aktivität  auch  auf  eine  fehlerhafte  oder 
ausbleibende Expression der entsprechenden Mutanten,  infolge der eingeführten Mutationen, sein. 
Durch  eine Western  blot‐Expressionsanalyse  konnte  jedoch  gezeigt werden,  dass  die  analysierten 
eqGrzmB‐Varianten  in  etwa  zu  gleichen  Mengen  in  transfizierten  Zellen  exprimiert  werden. 
Hierdurch konnte sichergestellt werden, dass der Funktionsverlust der eqGrzmB‐Mutanten nicht auf 
eine  ausbleibende  Expression  des  Enzyms  zurückzuführen  ist.  Aufgrund  der  auftretenden 
denaturierenden Bedingungen, unter denen der Expressionsnachweis mittels Western blot erfolgte, 
ist  jedoch nicht klar, ob die exprimierten eqGrzmB‐Varianten  in einer für die enzymatische Aktivität 
des Enzyms notwendigen Konformation  innerhalb der Zellen vorliegen. Möglicherweise wird durch 
den  Austausch  der  drei  Aminosäuren  Histidin,  Aspartat  und  Serin  (jeweils  gegen  Alanin)  die 
Quartärstruktur des Enzyms so gestört, dass eine korrekte Faltung des Proteins unmöglich wird. Dies 
könnte  bedeuten,  dass  das  Substrat  eventuell  nicht  mehr  gebunden  werden  kann  und  so  die 
enzymatische Aktivität, unabhängig von der Integrität des aktiven Zentrums, ausbleibt. 
 
G.1.4 Glykosylierung von eqGrzmB 
Zur Durchführung  des  Aktivitätsnachweises wurde  das  eqGrzmB  in  eukaryotischen  Zellen  (293TT) 
exprimiert.  Zur weiterführenden  Charakterisierung  des  transient  in  293TT‐,  sowie  des  nativen,  in 
eqPBMC exprimierten, eqGrzmB, wurden Western blot  (WB)‐ und  Immunfluoreszenz  (IF)‐Analysen 
durchgeführt. Hierbei zeigte sich, dass das in eqPBMC ein im Vergleich, zu in transient transfizierten 
Zellen  exprimiertem  eqGrzmB,  unterschiedliches  Laufverhalten  in  der  Elektrophorese  aufweist. 
Durch Deglykosylierung des eqGrzmB‐Proteins  (in vitro durch PNGASE und  in vivo  Inhibition der de 
novo Glykosylierung)  konnte dieses unterschiedliche  Laufverhalten des eqGrzmB‐Proteins  auf eine 
differentielle Glykosylierung des Proteins  in den beiden analysierten Zelltypen (293TT und eqPBMC) 
zurückgeführt  werden.  Diese  Variation  in  der  Glykosylierung  des  eqGrzmB‐Proteins  ist 
möglicherweise  entweder  auf  eine  unterschiedliche  Nutzung  der  drei  mutmaßlichen 
Glykosylierungspositionen, oder auf die Verwendung unterschiedlicher Polysaccharide in den beiden 
analysierten Zelltypen zurückzuführen. In späteren Experimenten wurde, neben der humanen 293TT‐
Zelllinie,  auch  die  equine  Zelllinie  ED  (equine  Hautfibroblasten)  für  Transfektionsexperimente 
eingesetzt. Durch die Expression  in ED‐Zellen  sollte das eqGrzmB‐Protein  in einer equinen Zelllinie 
exprimiert werden, um  zu  zeigen, dass die  zur Verfügung  stehenden Antikörper  in  der  Lage  sind, 
eqGrzmB  equinen  Ursprungs  zu  detektieren.  In  einer  Western blot‐Analyse  der  Expression  des 
eqGrzmB‐Proteins  in transient transfizierten ED‐Zellen konnte festgestellt werden, dass das Protein, 
trotz  Expression  in  einem  equinen  Zellsystem,  ein  abweichendes  Laufverhalten  zu  nativem,  in 
eqPBMC exprimiertem, eqGrzmB aufweist. 
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Dies  ist möglicherweise  ebenfalls  auf  eine  abweichende  Glykosylierung  des  eqGrzmB‐Proteins  in 
ED‐Zellen  im  Vergleich  zu  eqPBMC  zurückzuführen.  Hieraus  folgt,  dass  eqGrzmB  in  equinen 
Lymphozyten  eine  differntielle Glykosylierung  erfährt, welche  in  den  verwendeten  Zelllinien  nicht 
reproduzierbar  ist.  Ob  weitere  posttranslationale Modifikationen  des  eqGrzmB‐Proteins,  wie  z.B. 
Phosphorylierung,  Sumoylierung  oder  Verknüpfung  mit  Co‐Enzymen,  in  equinen  Lymphozyten 
auftreten,  ist  nicht  bekannt.  Trotz  der  auftretenden  Unterschiede  in  der  Glykosylierung  des 
eqGrzmB‐Proteins konnte GrzmB‐spezifische Aktivität sowohl für transient exprimiertes, als auch für 
natives,  aus  eqPBMC  stammenden  eqGrzmB,  nachgewiesen  werden.  Xia  und  Kollegen  konnten 
zeigen, dass die Glykosylierung  für humanes Granzym B  für die enzymatische Aktivität keine Rolle 
spielt  (Xia  et al., 1998). Die Glykosylierung  ist  vielmehr  für die  Stabilität  sowie die  Löslichkeit des 
Proteins von Bedeutung  (Harris et al., 1998). Dies gilt offensichtlich auch für das hier beschriebene 
eqGrzmB‐Isolat,  da  das  unterschiedliche  Glykosylierungsmuster  keinen  negativen  Einfluss  auf  die 
enzymatische Aktivität  ausübt. Ob die  Stabilität  durch die Glykosylierung beeinflusst wird,  konnte 
nicht gezeigt werden. 
 
G.2 Herstellung monoklonaler α­eqGrzmB Antikörper 
Die  für  den  Einsatz  im  ELISPOT  benötigten  Antikörper  (mono‐,  und  polyklonal)  sollten  durch 
Immunisierung  von  Versuchstieren  generiert  werden  und  sollten  in  späteren  Experimenten  das 
native eqGrzmB‐Protein erkennen können. Zur  Immunisierung der Versuchstiere wurde  jedoch ein 
rekombinantes GST‐eqGrzmB‐Protein eingesetzt, welches nach Deletion des eqGrzmB‐Signalpeptides 
in  Bakterien  exprimiert  und  aufgereinigt  werden  konnte.  Das  zur  Immunisierung  verwendete 
Fusionsprotein hat aufgrund der in Bakterien ausbleibenden Glykosylierung möglicherweise eine zum 
nativen  Protein  abweichende Quartärstruktur. Daher  sind  gegen bakteriell  exprimiertes  eqGrzmB‐
Protein  generierte Antikörper  eventuell nicht  in der  Lage, das native Protein  zu detektieren, bzw. 
zeigen  eine  schwache  Sensitivität  in Detektionsreaktionen.  Zur  Selektion  von Hybridomen, welche 
gegen  eqGrzmB‐gerichtete  Antikörper  produzieren,  wurden  Hybridom‐Zellkulturüberstände,  mit 
Hilfe  eines  GST‐ELISA,  auf  das  Vorhandensein  eqGrzmB‐spezifischer  Antikörper  getestet.  Zur 
weiteren  Charakterisierung  wurden  diese  ELISA‐positive  Klone  in  Western  blot‐  (WB)  und 
Immunfluoreszenz‐ (IF) Analysen untersucht. Es sollte hierdurch überprüft werden, ob die Antikörper 
transient in eukaryotischen Zellen exprimiertes eqGrzmB‐Protein detektieren können. Die Detektion 
des  transient  in  eukaryotischen  Zellen  exprimierten  eqGrzmB  durch  die  zur Verfügung  stehenden 
Antikörper  ist für spätere ELISPOT‐Analysen von großer Bedeutung. Das eqGrzmB‐Protein erfährt  in 
den eingesetzten eukaryotischen Zellen (293TT‐ und ED‐Zelllinie) posttranslationale Modifikationen, 
wie  z.B. Glykosylierung  (welche  jedoch  von der Glykosylierung  in equinen  Lymphozyten abweicht) 
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und weist hierdurch eine zum nativen Protein verwandte Quartärstruktur auf. Vermutlich  ist diese 
jedoch nicht identisch mit der Quartätstruktur des in equinen Lymphozyten exprimierten eqGrzmB. 
Durch die  in der Arbeit durchgeführten  Immunisierungsexperimente und anschließenden Analysen 
wurden  zwei monoklonale  α‐eqGrzmB‐Antikörper, welche  in Western blot,  Immunfluoreszenz und 
ELISA  eingesetzt werden  konnten,  hergestellt.  Zusätzlich wurde  ein  polyklonales  Kaninchenserum 
hergestellt, welches  ebenfalls  in den  genannten Verfahren  zur Detektion  von  eqGrzmB  eingesetzt 
werden konnte.  
 
G.3 Entwicklung eines ELISPOT­Nachweisverfahrens 
Zur  Etablierung  eines  ELISPOT‐Nachweisverfahrens wird  ein Antikörperpaar  benötigt, welches  das 
Antigen  der Wahl  (hier  eqGrzmB)  detektieren  kann.  Da  nicht  bekannt war,  ob  die  in  der  Arbeit 
hergestellten  monoklonalen  α‐eqGrzmB‐Antikörper  sowie  das  polyklonale  Kaninchenserum  diese 
Anforderungen erfüllen würden, wurde zunächst ein Sandwich‐ELISA durchgeführt. Hier zeigte sich, 
dass die zur Verfügung stehenden Antikörper das eqGrzmB‐Protein detektieren können. 
Zur  Etablierung  des  ELISPOT  wurden  zunächst  transient  mit  eqGrzmB  transfizierte  293TT‐  und 
ED‐Zellen als Antigenquelle eingesetzt. Durch den Einsatz der equinen ED‐Zellen sollte demonstriert 
werden, dass die Antikörper zur Detektion des  in einer equinem Zelllinie exprimierten eqGrzmB  im 
ELISPOT einsetzbar sind. Allerdings ist zu beachten, dass in transient transfizierten Zellen vermutlich 
eine Überexpression des  eqGrzmB‐Proteins  stattfindet.  Folglich  kann  davon  ausgegangen werden, 
dass  das  Protein  in  diesem  Fall  in  einer  nicht‐physiologischen  Konzentration  vorliegt  und  die 
Detektionsreaktion daher keine hohe Sensitivität aufgrund geringer Antigenkonzentration benötigt. 
Die  durchgeführten  ELISPOT‐Experimente  zeigten,  dass  die  Antikörper  eqGrzmB‐Protein,  welches 
transient  exprimiert  und  durch  die  eingesetzten  Zellen  sezerniert  wurde,  in  einem  ELISPOT 
detektieren  können.  Es  konnte  demonstriert  werden,  dass  die  Reaktion  spezifisch  ist,  da  in  der 
Negativkontrolle  (mit HPV16 L2  transient  transfizierte Zellen) keine Signale auftraten.  Jedoch  ist zu 
beachten,  dass  das  eqGrzmB‐Protein  in  den  untersuchten  eukaryotischen  Zellen  eine  zu  nativem 
eqGrzmB  abweichende  Glykosylierung  erfährt  und  daher  eventuell  eine  abweichende 
Quartärstruktur besitzt. Möglicherweise treten zudem in Zellen des Immunsystems andere und/oder 
weitere posttranslationale Modifikationen (Phosphorylierung, Sumoylierung u.a.) auf, welche weder 
in den untersuchten humanen 293TT‐Zellen, noch  in equinen Hautfibroblasten (ED‐Zellen) erfolgen. 
Aus diesen Gründen ist nicht sicher, ob die zur Verfügung stehenden Antikörper natives eqGrzmB im 
ELISPOT detektieren können. 
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In einem nächsten Schritt wurden als Antigenquelle  für den ELISPOT equine Lymphozyten, welche, 
durch  den  Einsatz  unterschiedlicher  Mitogene  zur  Produktion  und  Sezernierung  des  eqGrzmB 
angeregt  wurden  eingesetzt.  Als  Negativkontrollen  wurden  nicht‐stimulierte  Lymphozyten 
eingesetzt.  Die  Detektion  des  nativen  eqGrzmB‐Proteins  im  ELISPOT  war  nicht  reproduzierbar 
möglich.  Das  Scheitern  der  Detektionsreaktion  des  nativen  eqGrzmB  ist  eventuell  durch  eine 
unzureichende  Stimulierung  der  eingesetzten  equinen  Lymphozyten  erklärbar.  Dies  zeigte  sich 
bereits bei Untersuchungen der eqGrzmB‐Expression equiner Lymphozyten in Western blot‐Analysen 
sowie  im  eqGrzmB‐Aktivitätsnachweis.  In  keinem  der  durchgeführten  Versuche  konnte  durch  das 
eingesetzte  Mitogen  die  eqGrzmB‐Produktion  signifikant  erhöht  werden.  Möglicherweise  wird 
zudem durch die  zur Stimulation eingesetzten Agenzien die Freisetzung des eqGrzmB‐Proteins aus 
den  lytischen  Granula  der  Zellen  nur  unzureichend  aktiviert.  Infolgedessen  werden  nur  geringe 
Mengen  an  eqGrzmB  in  den  Überstand  sezerniert,  welche  nicht  detektierbar  sind.  Im  Vergleich 
hierzu wird  in  293TT‐ und  ED‐Zellen  transient  exprimiertes  eqGrzmB,  aufgrund der  Fusion  an das 
murine  IgG  Leader‐Peptid der  leichten  κ‐Kette,  in  großen Mengen  freigesetzt, was  zu  eindeutigen 
Signalen  in  der  ELISPOT‐Reaktion  führt.  Somit  kann  gefolgert  werden,  dass  möglicherweise  die 
Detektionsreaktion  eine  zu  geringe  Sensitivität  aufweist,  um  das  in  kleinen Mengen  freigesetzte 
native  eqGrzmB  zu  detektieren.  Zur  Erhöhung  der  Sensitivität  der  Detektionsreaktion  wurde 
Streptavidin  eingesetzt,  an welches mehrere  Enzyme  HRP  gekoppelt  sind.  In  einem  Vergleich  zu 
Neutravidin‐AKP  konnte  in  einer  ELISA‐Reaktion  eine  3‐fach  gesteigerte  Sensitivität  beobachtet 
werden1. In ELISPOT‐Analysen (hier wurde Streptavidin‐AKP sowie Streptavidin‐Poly‐HRP eingesetzt) 
mit  transient  transfizierten 293TT‐Zellen  konnte dies  jedoch nicht beobachtet werden. Vermutlich 
kommt es durch die Überexpression des eqGrzmB‐Proteins  in transient transfizierten Zellen bereits 
zu einer Sättigung der Detektionsreaktion, sodass eine erhöhte Sensitivität keine Unterschiede mehr 
aufzeigen  kann.  Die  Detektion  des  nativen  eqGrzmB  war  trotz  des  Einsatzes  des  Strepatvidin‐
Poly‐HRP  nicht möglich.    Zur  unspezifischen  Stimulierung  von  zytotoxischen  T‐Zellen  im  ELISPOT 
werden  in  der  Regel  unterschiedliche  Mitogene  eingesetzt.  Häufig  werden  hierbei  Lektine  wie 
Concanavalin A, PHA‐L oder Pokeweed Mitogen verwendet. Diese Lektine führen durch Bindung an 
spezifische  Membranglykoproteine  zur  Agglutination  der  T‐Zellen,  was  zu  einem  unspezifischen 
antigen‐unabhängigen Stimulus  führt. Dieser hat die Aktivierung der Zellen  sowie eine gesteigerte 
Zellproliferation zur Folge. Zur Stimulierung equiner Lymphozyten wurde die Stimulus‐Kombination 
PMA/Ionomycin  eingesetzt.  Es  konnte  gezeigt  werden,  dass  durch  diese  Stimulation  in  equinen 
Lymphozyten die Produktion von eqIFN‐γ induzierbar ist (Gutmann et al., 2005). Die in dieser Arbeit 
durchgeführten  Western  blot‐Analysen  sowie  der  Aktivitätstest  zeigten  jedoch,  dass  durch 
PMA/Ionomycin, die eqGrzmB‐Mengen nicht signifikant erhöht werden konnten. 
                                                            
1 Experiment von Herrn S. Watzinger; Persönliche Mitteilung, Mannheim, 26.10.2007 
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Desweiteren  geben  beide  Analysen  keine  Auskunft  über  die  Sezernierung  des  eqGrzmB‐Proteins 
durch stimulierte equine Lymphozyten. Neben dieser Stimulus‐Kombination wurden desweiteren die 
beiden  Lektine  PHA  und  Pokeweed  Mitogen  verwendet.  In  einem  ELISPOT  mit  humanen 
Lymphozyten konnte gezeigt werden, dass durch PHA Stimulation die Granzym B‐Freisetzung um das 
6‐fache erhöht werden konnte.  Im Gegensatz hierzu zeigten equine Lymphozyten keine gesteigerte 
eqGrzmB‐Freisetzung  im  ELISPOT.  Möglicherweise  reagieren  equine  Lymphozyten  auf  die 
eingesetzten  Stimuli  nur  unzureichend,  sodass  nur  geringe  Mengen  Granzym  B  in  Folge  der 
unspezifischen  Stimulierung  freigesetzt werden. Um  eqPBMC  zur Granzym‐Freisetzung  optimal  zu 
stimulieren,  könnten  möglicherweise  α‐CD3  Antikörper  eingesetzt  werden.  Durch  die 
Quervernetzung des  T‐Zellrezeptors  kommt  es  zur GrzmB‐Freisetzung.  Ein  α‐Pferd CD3 Antikörper 
steht  jedoch nicht  zur Verfügung, daher müssten  zunächst  kommerziell  erhältliche Antikörper  auf 
ihre Kreuzreaktivität gegenüber dem CD3‐Antigen in Pferden überprüft werden.  
Ein weiterer  Grund  für  das  Scheitern  der  Detektion  des  durch  equine  Lymphozyten  sezernierten 
eqGrzmB  könnte  eine  zu  geringe  Affinität  der,  durch  Immunisierung  mit  rekombinantem 
GST‐eqGrzmB  hergestellten,  α‐eqGrzmB  Antikörper  zu  nativem  eqGrzmB  sein.  Daher werden  zur 
Detektion  von  eqGrzmB  im  ELISPOT  eventuell  monoklonale  Antikörper  benötigt,  welche  durch 
Immunisierung mit nativen eqGrzmB hergestellt wurden. 
Insgesamt ist jedoch sichergesellt, dass das Misslingen der Detektion der eqGrzmB‐Sekretion equiner 
Lymphozyten nicht durch einen fehlerhaften Versuchsaufbau oder einer mangelhaften Durchführung 
der Experimente bedingt ist, da alle durchgeführten Kontrollen wie die Detektion von transient oder 
stabil  exprimiertem  eqGrzmB  aus  293TT‐  und  ED‐Zellen  sowie  die  Negativkontrollen  erfolgreich 
verliefen.  Zudem  konnte  die  Sezernierung  von  humanem  Granzym  B  mit  Hilfe  monoklonaler 
α‐huGrzmB‐Antikörper nachgewiesen werden. Dies zeigte, dass die Reinigung von Lymphozyten aus 
einer Vollblutprobe korrekt durchgeführt wurde und dass das zur Stimulation der Zellen eingesetzte 
Mitogen in der korrekten Konzentration verwendet wurde. 
 
 
 
 
 
  
Diskussion  147 
G.4 Immunisierung Sarkoid­tragender Esel mit BPV 1 L1/E7 CVLP 
Im Rahmen der durch die Arbeitsgruppe von Prof. S. Campo  (Universität Glasgow) durchgeführten 
BPV 1  L1/E7  CVLP‐Immunisierungsstudie  an  Sarkoid‐tragenden  Eseln,  wurden  die  Seren  der 
behandelten  Tiere  auf  BPV 1  L1‐  und  E7‐spezifische  Antikörper  untersucht.  Zudem  wurde  das 
Potential der induzierten Antikörper zur Neutralisation von BPV1 L1/L2 PsV ermittelt. 
Die  Analyse  BPV 1  L1‐spezifischer  Antikörper  zeigte,  dass  durch  die  Vakzine  in  sechs  von  acht 
behandelten  Tieren  (75 %),  nach  Abschluss  der  Immunisierungsexperimente,  L1‐spezifische 
Antikörper induziert wurden. Im Gegensatz hierzu war in keinem der Tiere der Placebo‐Gruppe eine 
gesteigerte  L1‐spezifische Reaktivität  zu beobachten. Die hier auftretenden Reaktionen vor Beginn 
der  Immunisierungen  sind  möglicherweise  auf  die  Exposition  der  Tiere  gegenüber  BPV 1 
zurückzuführen, wodurch  es  zur  Induktion  L1‐spezifischer  Antikörper  kommen  kann. Durch  einen 
Sandwich‐ELISA  konnte  demonstriert  werden,  dass  durch  die  zur  Immunisierung  verwendeten 
BPV 1 L1/E7 CVLP‐konformationsspezifische Antikörper  induziert werden. In den meisten Tieren der 
Vakzin‐Gruppe (7 von 8 / 87,5 %) konnte nach Beendigung der Immunisierungsphase eine gesteigerte 
BPV 1  CVLP‐spezifische  Reaktivität  beobachtet  werden.  Dieses  Ergebniss  korreliert  mit  der  von 
Mattil‐Fritz durchgeführten prä‐klinischen Studie in der in 91,6 % der behandelten Tiere (11 von 12) 
eine robuste α‐BPV 1 L1‐Antikörperantwort detektiert werden konnte. 
Ein Nachweis  durch  den  Impfstoff  induzierter  E7‐spezifischer  Antikörper war  nicht möglich. Nach 
Abschluss  der  Immunisierungsexperimente  zeigte  keines  der  immunisierten  Tiere  eine  signifikant 
erhöhte E7‐spezifische Reaktion. Die schwach auftretenden Signale in beiden Gruppen (Vakzine und 
Placebo)  sind  möglicherweise  auf  Antikörper  zurückzuführen,  welche  durch  das  in  Tumoren 
exprimierte E7‐Protein  induziert wurden.  In der von Mattil‐Fritz durchgeführten Studie konnte eine 
schwache  E7‐spezifische  Antikörperantwort  in  5  von  12  Tieren  (41,6 %)  der  behandelten  Tiere 
detektiert werden. Allerdings traten hier nur niedrige Antikörpertiter auf. Aus diesen beiden Studien 
zusammen kann somit gefolgert werden, dass das  im Impfstoff enthaltene E7‐Fragemt nur schwach 
immunogen  in Bezug auf die  Induktion E7‐spezifischer Antikörper  ist. Weshalb  in den behandelten 
Eseln  im  Vergleich  zu  den  immunisierten  Pferden  (Mattil‐Fritz)  keine  E7‐spezifischen  Antikörper 
detektiert wurden konnten ist unklar.  
Durch  einen  Pseudovirionen(PsV)‐Neutralisationstest  wurde  nachgewiesen,  dass  durch  die 
Behandlung der Tiere mit BPV1 L1/E7‐CVLP Virus‐neutralisierende Antikörper induziert wurden. Nach 
Abschluss  der  Immunisierungen  sind  in  sieben  von  acht  untersuchten  Seren  Antikörper  zur 
Neutralisation von BPV1  L1/L2‐Pseudivirionen detektierbar.  Im Gegensatz hierzu  zeigt nur ein Tier 
der  Placebo‐Gruppe  einen  PsV‐neutralisierenden  Effekt.  Dieses  Ergebnis  korreliert  z.T.  mit  den 
beobachteten klinischen Ergebnissen der Studie. 
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In  fünf  von  acht  behandelten  Tieren  (62,5 %)  der  Vakzin‐Gruppe  zeigte  sich  eine  Regression  des 
Tumors. Nur  in  einem  der  Tiere  der  Vakzin‐Gruppe  kam  es  zu  einer  Progression  des  Tumors.  Im 
Gegensatz hierzu kam es nur in einem Tier der Placebo‐Gruppe zu einem eindeutigen Rückgang des 
Tumors.  Die  übrigen  Tiere  zeigten  ein  unverändertes  Tumorvolumen,  oder  es  kam  zur 
Tumorprogression.  In der präklinischen  Immunisierungsstudie an Pferden  (Mattil‐Fritz et al., 2007) 
konnte eine Verbesserung des klinischen Status der Tiere  in 25 % der Fälle beobachtet werden. Die 
übrigen Tiere zeigten in dieser Studie ein heterogenes Bild (Wachstum und Regression der Sarkoide; 
unveränderter Status; Regression alter und Wachstum neuer Sarkoide; Progression). Das Ergebnis fiel 
somit sehr heterogen aus. Dies spiegelt die Ergebnisse der in der vorliegenden Arbeit durchgeführten 
Studie wieder. Dennoch konnte an den behandelten Eseln ein eindeutiger Trend zur Tumorregression 
beobachtet werden.  Insgesamt kann somit gefolgert werden, dass der eingesetzte  Impfstoff  (BPV1 
L1/E7  CVLP)  das  Potential  zur  Therapie  equiner  Sarkoide  besitzt.  Jedoch  ist  die  immunologische 
Korrelation,  in Bezug auf die humorale  Immunantwort, nicht eindeutig. Aus diesem Grund müssen 
weitere Analysen  zeigen, ob der  Impfstoff  zur  Immuntherapie equiner Sarkoide eingesetzt werden 
kann. 
Hierbei  ist  v.a.  die  Detektion  Vakzin‐induzierter  zytotoxischer  T‐Zellen  von  Bedeutung,  um  zu 
demonstrieren,  dass  die  beobachtbare  Tumorregression  auf  durch  die  Vakzine  aktivierte 
E7‐spezifische  T‐Zellen  zurückzuführen  ist.  Durch  die  in  der  vorliegenden  Arbeit  durchgeführte 
Isolation  und  Charakterisierung  des  T‐Zellen‐Markerproteins  eqGrzmB  und  die  Generierung  von 
monoklonalen  Antikörpern  gegen  dieses  Protein,  konnte  somit  ein  erster  wichtiger  Schritt  zur 
Detektion zytotoxischer T‐Zellen getätigt werden.  
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